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i n  t h e s e  s y s t e a s .  I  w i l l  p r e s e n t  e v i d e n c e  t h a t  t h e  e £ £ e c t  
0 £  a l u m i n u m  m a y  b e  d u e  t o  i t s  i n t e r a c t i o n  w i t h  t h e  m e t a l  
c h e m i s t r y ;  t h e  i n c r e a s e  i n  a l u a i n u m  l e a d s  t o  a n  i n c r e a s e  i n  
t h e  t o x i c  £ o r m  0 £  a n o t h e r  m e t a l  s u c h  a s  c o p p e r .  
T h e  b a c k g r o u n d  w i l l  b e g i n  w i t h  a  d e s c r i p t i o n  0 £  t h e  
a n v i r o n a e n t a l  c o n d i t i o n s  w h i c h  l e a d  t o  t h i s  r e s e a r c h .  T h e  
c o n c e p t  0 £  c h e m i c a l  s p e c i a t i o n  w i l l  b e  i n t r o d u c e d .  T h e  
b a c k g r o u n d  w i l l  c o v e r  t h e  t h e o r y  0 £  a p e c i a t i o n ,  i t s  
r e l a t i o n s h i p  t o  t o x i c i t y ,  a n d  £ a c t o r s  t h a t  c o n t r o l  c o p p e r  
a n d  a l u m i n u •  a p e c i a t i o n  i n  t h e  e n v i r o n m e n t .  T h i a  r e s e a r c h  
i s  b a a e d  o n  t h e  u n d e r s t a n d i n g  t h a t  t h e  a d d i t i o n  0 £  o n e  
m e t a l  w i l l  a £ £ e c t  t h e  s p e c i a t i o n  0 £  o t h e r  m e t a l s  i n  t h e  
s y s t e m .  T h e  u s e  0 £  c o m p u t e r  p r o g r a a s  t o  e s t i m a t e  t h e  
r e s u l t s  0 £  m e t a l  i n t e r a c t i o n s  w i l l  a l s o  b e  d i s c u s s e d .  T h e  
f i n a l  p u r p o s e  0 £  t h e  b a c k g r o u n d  i s  t o  d e s c r i b e  t h e  t e a t  
. . .  
o r g a n i s m  a n d  a n z y a e  a y a t e •  u a e d  t o  a a a a y  t h e  e f f e c t  o f  
a l u a i n u a  a n d  c o p p e r .  
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T h e  e x p e r i a e n t a  p e r f o r • e d  t o  t e a t  t h e  h y p o t h a a i a  a r e  
p r e s e n t e d  i n  c h a p t e r s  I  t h r o u g h  I V .  T h e  e f f e c t  o f  
v a r i a t i o n s  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a l u a i n u a  a n d  c o p p e r  o n  
t h e  g r o w t h  r a t e  o f  ~S9D•9•gmyg g y g g £ ! S § Y Q §  w a a  i n v e s t i g a t e d  
< C h a p t e r  I I > .  T h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  
o f  t h e s e  a e t a l a  a n d  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  e n z y m e  a l k a l i n e  
p h o s p h a t a s e  w a a  t h e n  s t u d i e d .  E x p e r i a e n t a  w e r e  p e r f o r a a d  
iD-~!~£2 w i t h  a n  i s o l a t e d  e n z y m e  < C h a p t e r  I I I > ,  a n d  ! D  
~!~2 w i t h  ~sgn•2••mY• c u l t u r e s  < C h a p t e r  I V > .  I n  C h a p t e r  V ,  
a  a o d e l  i a  d e v e l o p e d  t o  p r e d i c t  t h e  e f f e c t  o f  c h a n g e s  i n  
a a t a l  a p a c i a t i o n  •  
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A n  e n v i r o n a e n t a l  a £ £ e c t  0 £  a c i d  p r e c i p i t a t i o n  i s  t h e  
i n c r e a s e d  a o b i l i t y  o f  a l u a i n u a  < D r i s c o l l  e t  a l  1 9 8 4 ;  
L a 2 a r t e  1 9 8 4 ) .  A l u a i n u a ,  a  c o a a o n  c o a p o n e n t  0 £  s o i l ,  i s  
i n s o l u b l e  a t  t h e  n a t u r a l  p H  0 £  r a i n .  A c i d  r a i n  l e a d s  t o  
t h e  d i s s o l u t i o n  0 £  a l u a i n u a  c o a p o u n d s .  A l t h o u g h  t h i s  
p r o c e s s  n e u t r a l i z e s  t h e  a c i d i c  i n p u t ,  i t  l e a d s  t o  a n  
i n c r e a s e  i n  d i s s o l v e d  a l u a i n u a  < J o h n s o n  1 9 8 4 ) .  I n c r e a s e s  
i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  0 £  t h i s  m e t a l  h a v e  b e e n  d e t e c t e d  i n  
a t r e a a a ,  l a k e s  a n d  g r o u n d  w a t e r  < D r i s c o l l  e t  a l  1 9 8 4 ) .  
A c i d i f i e d  l a k e s  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  h a v e  a l u a i n u m  c o n c e n -
t r a t i o n s  1 0  t o  5 0  t i a e s  h i g h e r  t h a n  n e u t r a l  l a k e s  i n  t h e  
s a a e  r e g i o n  < C r o n a n  a n d  S c h o f i e l d  1 9 7 9 > .  
T h e  i n c r e a s e  i n  a l u a i n u a  i s  t h o u g h t  t o  b e  r e s p o n s i b l e  
f o r  t h e  l o s s  o f  f i s h  i n  l a k e s  a f f e c t e d  b y  a c i d  r a i n  < D i l l o n  
e t  a l  1 9 8 4 > .  A a  a c i d i t y  i n c r e a s e s ,  t o x i c  c o n d i t i o n s  a a y  b e  
p r o d u c e d  b y  d i a a o l v e d  a l u a i n u a  a t  p H  l e v e l s  t h a t  a r e  n o t  i n  
t h e a s e l v e a  h a r a f u l  < C r o n a n  a n d  S c h o f i e l d  1 9 7 9 > .  A  
s t a t i s t i c a l  s u r v e y  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  a l u m i n u m  
c o n c e n t r a t i o n  i s  t h e  p r i a a r y  c h e a i c a l  £ a c t o r  c o n t r o l l i n g  
t h e  aur~ival 0 £  f i s h  < S c h o f i e l d  a n d  T r o J n a r  1 9 8 0 > .  
A l t h o u g h  l a b o r a t o r y  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  i t  i s  p o s s i b l e  
t o  k i l l  f i s h  < B a k e r  a n d  S c h o f i e l d  1 9 8 2 )  a n d  p h y t o p l a n k t o n  
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< H e l l i w e l l  1 9 8 3 >  g i v e n  h i g h  e n o u g h  c o n c e n t r a t i o n s  0 £  
a l u a i n u a ,  t h e  a e c h a n i a a  o f  t o x i c i t y  i n  t h •  e n v i r o n a e n t  h a a  
n o t  b e e n  d e a o n a t r a t e d .  
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M e t a l s  c a n  b e  p r e s e n t  i n  a  v a r i e t y  0 £  c h e a i c a l  £ o r a s  
i n  n a t u r a l  w a t e r a .  E a c h  i n d i v i d u a l  c o a p o u n d  o r  c o a p l a x  i a  
c a l l e d  a  c h e a i c a l  s p e c i e s .  T h e  t o t a l  c o n c e n t r a t i o n  0 £  a  
a e t a l  i s  t h e  a u a  0 £  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  0 £  i t s  f r e e  a n d  
c o a p l e x e d  s p e c i e s .  T h e  r e l a t i v e  c o n c e n t r a t i o n  0 £  e a c h  
s p e c i e s  d e p e n d a  o n  t h •  c h e a i c a l  i n t e r a c t i o n s  o f  a l l  t h e  
r e a c t i v e  c o m p o n e n t •  0 £  a  s y s t e a .  T h e  i a p o r t a n t  f a c t o r s  
c o n t r o l l i n g  m e t a l  a p e c i a t i o n  i s  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  
t h e  n u a b e r  o f  l i g a n d s  a v a i l a b l e  f o r  a e t a l  c o m p l e x a t i o n  a n d  
t h e  t o t a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  m e t a l .  
T h e r e  i s  c h e a i c a l  c o m p e t i t i o n  £ o r  c o m p l e x a t i o n  i £  t w o  
a e t a l a  c a n  r e v e r s i b l y  b i n d  t o  t h e  s a m e  s i t e .  T h i s  
c o a p e t i t i o n  c a n  b e  r e p r e s e n t e d  b y  t h e  e q u a t i o n :  
M e
1
- L  +  M e
2  
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A n  i n c r e a s e  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  0 £  e i t h e r  m e t a l  w i l l  
c a u s e  t h e  £ r e e  i o n  c o n c e n t r a t i o n  o f  b o t h  m e t a l s  t o  
i n c r e a s e .  T h e  f r e e  m e t a l  a c t i v i t y  i s  o f t e n  r e p o r t e d  a s  t h e  
n e g a t i v e  l o g  c o n c e n t r a t i o n  o r  p M e .  T h i s  c o n v e n t i o n  i s  
a n a l o g o u s  t o  p H .  
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T h e  i n t e r a c t i o n s  o f  a e t a l a  i n  a q u a t i c  s o l u t i o n s  c a n  b a  
a o d a l e d  u a i n g  c o a p u t a r  p r o g r a a s  < W e s t a l l  a t  a l  1 9 7 6 ;  
F o n t a i n e  1 9 8 4 > .  T h a e a  p r o g r a a a  a r e  u a a d  t o  e s t i a a t e  t h e  
e q u i l i b r i u a  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h a  v a r i o u s  c h e a i c a l  s p e c i e s .  
T h e  p r o g r a a a  u s e d  i n  t h i s  r e s e a r c h  a r e  M I N E Q L  < W e s t a l l  e t  
a l  1 9 7 6 >  a n d  M I C R O Q L  < W e s t a l l  1 9 7 9 > .  T h e s e  a r e  b a s i c a l l y  
t h e  a a a a  p r o g r a a  d e s i g n e d  f o r  a a i n f r a a e  a n d  a i c r o  c o a p u t e r s  
r e s p e c t i v e l y .  T h e  i n p u t  £ o r  t h e s e  p r o g r a a s  c o n s i s t s  0 £  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  c h a a i c a l  c o a p o n e n t s  o f  a  s o l u t i o n  a n d  t h e  
e q u i l i b r i u a  o r  s t a b i l i t y  c o n s t a n t s  f o r  a l l  t h e  p o s s i b l e  
i n t e r a c t i o n •  o f  t h e  c o a p o n e n t s .  C o a p o n e n t a  a r e  d e f i n e d  i n  
s u c h  a  w a y  t h a t  a l l  p o s s i b l e  s p e c i e s  c a n  b e  w r i t t e n  a s  
p r o d u c t s  o f  r e a c t i o n s  i n v o l v i n g  o n l y  c o m p o n e n t s .  T h e  
c o a p u t e r  p e r £ o r a a  a  a e r i e s  o f  e q u i l i b r i u m  c a l c u l a t i o n s  
u n t i l  t h e  a a e e  b a l a n c e  e r r o r  i a  b e l o w  a n  a c c e p t a b l e  l e v e l .  
T h e  o u t p u t  c o n a i a t s  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  e a c h  s p e c i e s .  
A i t h o u g h  M I C R O Q L  i a  a  v a l u a b l e  t o o l  £ o r  d a t e r a i n i n g  
c h e a i c a l  s p e c i a t i o n  i n  t h e  l a b o r a t o r y ,  i t  d o e s  h a v e  
l i a i t a t i o n a  f o r  e n v i r o n a e n t a l  a p p l i c a t i o n .  I t  c a n  o n l y  b e  
a c c u r a t e l y  u s e d  £ o r  s o l u t i o n s  i n  w h i c h  t h e  e x a c t  
c o n c e n t r a t i o n  o f  e a c h  c o a p o n e n t  i a  k n o w n .  A l s o  s t a b i l i t y  
c o n s t a n t s  a r a  n e c e s s a r y  £ o r  a l l  t h e  p o s s i b l e  c h e a i c a l  
i n t e r a c t i o n s .  
T h i a  i n £ o r a a t i o n  i s  n o t  g e n e r a l l y  a v a i l a b l e  
£ o r  n a t u r a l  w a t e r s .  T h e  p r o g r a a  a s s u a e s  t h a t  e q u i l i b r i u m  
i s  r e a c h e d  b e t w e e n  a l l  0 £  t h e  s p e c i e s  w h i c h  a a y  n o t  b e  
v a l i d  f o r  a  d y n a a i c  n a t u r a l  a y a t e a  < F o n t a i n e  1 9 8 4 > .  
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C o p p e r  i •  t o x i c  t o  o r g a n i a • •  o f  m a n y  t a x o n o a i c  g r o u p •  
i n  a q u a t i c  a c o a y a t e a s .  P h y t o p l a n k t o n  < P e t e r s o n  e t  a l  
1 9 8 4 > ,  z o o p l a n k t o n  < G i e s y  a t  a l  1 9 8 3 > ,  a n d  f i s h  < S h a w  a n d  
B r o w n  1 9 7 3 >  h a v e  a l l  b e e n  s h o w n  t o  b e  s u s c e p t i b l e  t o  c o p p e r  
t o x i c i t y .  N a t u r a l  l e v e l s  0 £  c o p p e r  c a n  i n h i b i t  a l g a l  
g r o w t h .  H u n t s a a n  a n d  S u n d a  < 1 9 8 0 >  s t a t e  t h e r e  i s  
' i n c r e a s i n g  e v i d e n c e  f o r  t h e  t o x i c i t y  0 £  c o p p e r  e v e n  i n  
u n p o l l u t e d  w a t e r ' .  S t e e a a n - N i e l a o n  a n d  W i u a - A n d e r s e n  
< 1 9 7 0 >  £ o u n d  c o p p e r  t o  b e  p o i s o n o u s  a t  c o n c e n t r a t i o n s  £ o u n d  
i n  n a t u r a l  w a t e r s .  
C h e a i c a l  a p e c i a t i o n  i a  c r i t i c a l  i n  d e t e r m i n i n g  t h e  
a £ £ e c t  0 £  a e t a l a  i n  a q u a t i c  e c o s y s t e m s .  O n l y  c e r t a i n  a e t a l  
s p e c i e s  i n t e r a c t  w i t h  t h e  b i o t a .  T h e  a c t i v i t y  o f  t h e  f r e e  
c u p r i c  i o n  c c u • 2 )  i s  t h o u g h t  t o  b e  t h e  p r i a a r y  £ a c t o r  
d e t e r a i n i n g  t h e  t o x i c i t y  o f  c o p p e r  t o  p h y t o p l a n k t o n  
< r e v i e w e d  i n :  H u n t s a a n  a n d  S u n d e  1 9 8 0 )  a n d  f i s h  < S h a w  a n d  
B r o w n  · 1 9 7 3 > .  O r g a n i c  c o a p l e x a t i o n  d e c r e a s e s  c o p p e r  
t o x i c i t y  < P e t e r s o n  e t  a l  1 9 8 4 > .  A l g a l  g r o w t h  r a t e  
< P e t e r s e n  1 9 8 2 > ,  e n z y • e  a c t i v i t y  < R u e t e r  1 9 8 3 > ,  a n d  
n u t r i e n t  u p t a k e  < R u e t e r  a n d  M o r e l  8 1 >  c a n  a l l  b e  r e l a t e d  t o  
t h e  £ r e e  c u p r i c  i o n  c o n c e n t r a t i o n .  
T h e  r e l a t i v e  t o x i c i t y  o f  d i f f e r e n t  a l u m i n u m  s p e c i e s  
i s  n o t  w e l l  u n d e r s t o o d  b e c a u s e  c h e a i c a l  c o n d i t i o n s  h a v e  
n o t  b e e n  w e l l  c o n t r o l l e d  i n  a l u m i n u m  t o x i c i t y  s t u d i e s .  
S o a e  b e l i e v e  t h a t  t h e  f r e e  a e t a l  i o n  i s  t h e  t o x i c  s p e c i e s  
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< B u r r o w •  1 9 7 7 > ,  w h i l e  o t h e r s  c l a i a  A l < O H >
2  
i a  t h e  a o a t  
t o x i c  £ o r a  < H e l l i w e l l  1 9 8 3 > .  O r g a n i c a l l y  c o a p l e x a d  
a l u a i n u •  i a  e a a a n t i a l l y  n o n - t o x i c  < J o h n a o n  a t  a l  1 9 8 4 > .  
V a r i a t i o n •  i n  t h e  c h e a i a t r y  0 £  a  a o l u t i o n  c a n  l e a d  t o  
t o x i c i t y  0 £  a  a e t a l  w i t h o u t  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  t o t a l  c o n -
c e n t r a t i o n  0 £  t h a t  a a t a l .  C o p p e r  t o x i c i t y  b a a  b e e n  s h o w n  
t o  i n c r e a s e  b y  d e c r e a s i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  0 £  n a t u r a l  
c o a p l e x i n g  a g e n t s  < S u n d a  a n d  L e w i a  1 9 7 8 > .  P e t e r s e n  < 1 9 8 2 >  
d e a o n a t r a t a d  t h a t  t h e  a d d i t i o n  0 £  z i n c  c a n  l e a d  t o  c o p p e r  
t o x i c i t y  i n  a l g a l  c u l t u r e .  Z i n c  c o a p e t e s  a n d  d i s p l a c e s  
a o a e  c o p p e r  £ r o a  t h e  c h e l a t o r  p r e s e n t  i n  t h e  a e d i u a  t h u a  
i n c r e a s i n g  t h e  c u p r i c  i o n  c o n c e n t r a t i o n .  A l u a i n u m  a a y  
e x e r t  i t a  e £ £ e c t  b y  a i a i l a r  a e c h a n i a a s  i n  n a t u r a l  s y s t e m s .  
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T h e  e n v i r o n a e n t a l  a p p l i c a t i o n  0 £  t h e  r e a u l t a  0 £  t h i s  
r e s e a r c h  d e p e n d s  o n  t h e  r e v e r a i b l e  c o a p l a x a t i o n  0 £  m e t a l s  
i n  l a k a a .  D u e  t o  t h e  p r e s e n c e  0 £  a  d i v e r s e  a r r a y  o f  
o r g a n i c  a n d  i n o r g a n i c  l i g a n d s  i n  n a t u r a l  w a t e r s ,  a  n u m b e r  
o f  c o a p o u n d a  c o u l d  b e  i a p o r t a n t  i n  t h e  c o a p l e x a t i o n  
c a p a c i t y  o f  a n  a q u a t i c  a y a t e a  < P e r d u e  1 9 7 9 > .  B o t h  c o p p e r  
< S h a w  a n d  B r o w n  1 9 7 3 >  a n d  
a l u a i n u m  < L a Z e r t e  1 9 8 4 >  a r e  
n a t u r a l l y  £ o u n d  a s  £ r e e  a e t a l  i o n s ,  i n o r g a n i c  s p e c i e s ,  a n d  
a s  o r g a n i c  c o a p l a x e s  w i t h  b i o l o g i c a l  c o m p o u n d s .  
H u a i c  a u b a t a n c a a  a r e  a  c l a s s  0 £  c o m p o u n d s  w h i c h  h a v e  
b e e n  s h o w n  t o  b e  i a p o r t a n t  i n  a e t a l  c o a p l e x a t i o n  < G a m b l e  e t  
a l  1 9 8 3 > .  T e r r e s t r i a l  p l a n t  m a t e r i a l  i a  t h e  p r i m a r y  s o u r c e  
o f  t h e s e  c o m p o u n d s .  T h e  p r e s e n c e  o f  v a r i o u s  b r a n c h e d  
c a r b o n  c h a i n s  p r e v e n t s  f u r t h e r  d e g r a d a t i o n  b y  m i c r o -
o r g a n i s m s .  H u m i c  s u b s t a n c e s  a r e  o f t e n  t h e  m o s t  p r e v a l e n t  
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o r g a n i c s  i n  a q u a t i c  s y s t e m s  < P e r d u e  1 9 7 9 > .  T h e s e  p o l y m e r i c  
c o m p o u n d s  a r e  h e t e r o g e n e o u s  i n  t e r m s  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t ,  
n u m b e r  o f  b i n d i n g  s i t e s ,  a n d  s t a b i l i t y  o f  m e t a l  c o m p l e x e s  
< G i e s y  e t  a l  1 9 8 3 > .  
H u m i c s  a r e  e f f e c t i v e  c h e l a t o r s  d u e  t o  
t h e  p r e s e n c e  0 £  c a r b o x y l ,  a l c o h o l i c ,  k e t o l i c ,  a n d  p h e n o l i c  
g r o u p s  < G i e s y  1 9 8 3 ) .  
A l t h o u g h  h u m i c  s u b s t a n c e s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  f o r m  
c o m p l e x e s  w i t h  m e t a l s ,  t h e  i n t e r a c t i o n  c a n  n o t  b e  
c h a r a c t e r i z e d  w i t h  d e £ i n e d  s t a b i l i t y  c o n s t a n t s  < P e r d u e  a n d  
L y t l e  1 9 8 3 ;  G i e s y  1 9 8 3 ;  S a a r  a n d  W e b e r  1 9 8 2 ) .  T h i s  i s  
p a r t i a l l y  d u e  t o  t h e  £ a c t  t h a t  h u m i c s  a r e  a  c l a s s  o f  
d i f f e r e n t  c o m p o u n d s ,  a l t h o u g h  a t t e m p t s  t o  s e p a r a t e  t h e m  £ o r  
i n d i v i d u a l  s t u d y  h a s  p r o v e n  t o  b e  unsucc~ssful < P e r d u e  a n d  
L y t l e  1 9 8 3 > .  M e t a l - h u m i c  i n t e r a c t i o n s  a r e  b e s t  d e s c r i b e d  
b y  e x p e r i m e n t a l l y  d e r i v e d  c o n d i t i o n a l  s t a b i l i t y  c o n s t a n t s  
a n d  m a x i m u m  b i n d i n g  c a p a c i t i e s  < G i e s y  e t  a l  1 9 8 3 > .  
G e n e r a l l y  t h e  d e r i v e d  v a l u e s  a r e  o n l y  v a l i d  f o r  h u m i c s  f r o m  
a  p a r t i c u l a r  e n v i r o n m e n t .  T h e  s t a b i l i t y  c o n s t a n t  i s  a l s o  
i n £ l u e n c e d  b y  p H  d u e  t o  p r o t o n - h u m i c  i n t e r a c t i o n s  < P e r d u e  
1 9 8 3 ) .  
H u m i c  s u b s t a n c e s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  b e  i m p o r t a n t  i n  
d e t e r m i n i n g  c o p p e r  s p e c i a t i o n  a n d  t o x i c i t y  i n  n a t u r a l  
w a t e r s  < G i e s y  e t  a l  1 9 8 3 ,  M c K n i g h t  1 9 8 1 ,  H u n t s m a n  a n d  S u n d a  
1 9 8 0 ) .  C o p p e r  c a n  f o r m  s t a b l e  c o m p l e x e s  w i t h  a  v a r i e t y  o f  
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o r g a n i c  l i g a n d s .  T h e  c o a p l e x a t i o n  o f  c o p p e r  w i t h  h u a i c s  c a n  
b e  d e s c r i b e d  b y  t h •  e q u a t i o n :  
C u + 2 _ +  h u a i c - H  < • • = • >  h u a i c - C u . + H +  
T h u s  t h e  a c t i v i t y  0 £  c o p p e r  i a  d e t a r a i n e d  b y  t h e  c o n c a n -
t r a t i o n  o f  h u a i c a ,  c o a p e t i n g  a e t a l a ,  a n d  t h e  p H .  
G i e s y  
< 1 9 8 3 > ,  M c K n i g h t  < 1 9 8 1 > ,  a n d  G a t c h e r  a t  a l  < 1 9 7 8 >  a l l  f o u n d  
t h a t  a  a a J o r i t y  o f  t h e  t o t a l  d i s s o l v e d  c o p p e r  i n  v a r i o u s  
l a k • •  i a  a a a o c i a t e d  w i t h  h u a i c s .  U n c o a p l e x e d  c o p p e r  i a  
g e n e r a l l y  t h •  s e c o n d  a o a t  p r e v a l e n t  s p e c i e s .  A •  d i s c u s s e d  
e a r l i e r ,  h u a i c  b o u n d  c o p p e r  i s  u n a v a i l a b l e  t o  p h y t o p l a n k t o n  
a n d  d o e s  n o t  l e a d  t o  t o x i c i t y .  G i e s y  < 1 9 8 3 >  a n d  M c K n i g h t  
< 1 9 8 1 >  s t a t e  t h a t  h u a i c  c o a p l e x a t i o n  i s  a n  i a p o r t a n t  £ a c t o r  
c o n t r o l l i n g  c o p p e r  t o x i c i t y  t o  p h y t o p l a n k t o n .  
M e t a l  i o n s  c o a p e t a  w i t h  o n e  a n o t h e r  £ o r  b i n d i n g  s i t e s ;  
i n c r e a a i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  o n e  a e t a l  i n c r e a a e a  t h e  
f r e e  i o n  c o n c e n t r a t i o n  o f  o t h e r s  b y  d i s p l a c e m e n t  < G a m b l e  e t  
a l  1 9 8 3 > .  D u e  t o  t h e  c h e a i c a l  u n c e r t a i n t y  o f  t h e a e  
c o a p o u n d s  a n d  d i f f e r e n c e s  i n  h u a i c  s u b s t a n c e s  f r o •  
d i f f e r e n t  e n v i r o n a e n t s  i t  i •  n o t  p o s s i b l e  t o  p r e d i c t  t h e  
e x a c t  o u t c o a e  o f  c o a p e t i t i o n  b e t w e e n  a l u a i n u a  a n d  c o p p e r  i n  
n a t u r a l  w a t e r s .  A  g e n e r a l i z e d  o r d e r  o f  a e t a l - h u a i c  
s t a b i l i t i e s  i s  A l  >  C u  b a a e d  o n  c o a p e t i t i o n  f o r  b i n d i n g  
s i t e s  < G i e s y  1 9 8 3 > .  G i e s y  f o u n d  t h a t  a l u a i n u a  w o u l d  
d i s p l a c e  c o p p e r  f r o •  h u a i c a  e x t r a c t e d  f r o a  v a r i o u s  s i t e s  i n  
S o u t h  C a r o l i n a .  K e r n d o r f f  a n d  S c h n i t z e r  < 1 9 8 0 )  a l l o w e d  
e l e v e n  a e t a l a  t o  s i a u l t a n e o u s l y  i n t e r a c t  w i t h  a  h u a i c  
s o l u t i o n .  A l t h o u g h  t h e  r e s u l t s  v a r i e d  w i t h  p H ,  t h e  
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c o n d i t i o n a l  b i n d i n g  o f  a l u m i n u m  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  
c o p p e r .  O f  t h e  e l e v e n  m e t a l s  t e s t e d  b o t h  a l u m i n u m  a n d  
c o p p e r  w e r e  f o u n d  t o  h a v e  i n t e r m e d i a t e  a f f i n i t y  f o r  h u m i c s .  
A l t h o u g h  t h e  d i s p l a c e m e n t  o f  c o p p e r  b y  a l u m i n u m  h a s  n o t  
b e e n  s h o w n  i n  a  n a t u r a l  s y s t e m ,  i t  s h o u l d  o c c u r  g i v e n  t h e  
s i m i l a r  a f f i n i t i e s  t h a t  t h e  t w o  m e t a l s  h a v e  f o r  h u m i c  
c o m p l e x a t i o n .  
I n  t h i s  r e s e a r c h ,  t h e  s y n t h e t i c  c h e l a t o r s  E D T A  
< E t h y l e n e d i n i t r i l o t e t r a a c e t i c  a c i d )  a n d  N T A  
< N i t r i l o t r i a c e t i c  a c i d >  w e r e  u s e d  t o  m o d e l  t h e  a c t i o n s  o f  
h u m i c  s u b s t a n c e s .  P r e v i o u s  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h i s  t o  b e  a  
u s e f u l  a p p r o a c h .  D a v e y  e t  a l  < 1 9 7 3 >  f o u n d  t h e  r e s u l t s  o f  
a l g a l  b i o a s s a y s  i n  n a t u r a l  w a t e r  c o u l d  b e  c a l i b r a t e d  b y  
c o m p a r i s o n  t o  s i m i l a r  r e s u l t s  i n  m e d i a  c o n t a i n i n g  E D T A .  
G i l l e s p i e  a n d  V a c c a r o  < 1 9 7 8 >  u s e d  a  b a c t e r i a l  b i o a s s a y  a n d  
f o u n d  s i m i l a r i t i e s  i n  t h e  e f f e c t s  o f  n a t u r a l  o r g a n i c s  a n d  
E D T A  o n  d e c r e a s i n g  c o p p e r  t o x i c i t y .  S u n d a  a n d  L e w i s  < 1 9 7 8 >  
g r e w  p h y t o p l a n k t o n  i n  m e d i a  c o n t a i n i n g  c o p p e r  a n d  v a r i o u s  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  h u m i c  s u b s t a n c e s  a n d  o b t a i n e d  t h e  r e s u l t s  
p r e d i c t e d  u s i n g  s y n t h e t i c  c h e l a t o r  m o d e l s .  A  c o m p l i c a t i n g  
f a c t o r  i s  t h a t  a  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  E D T A  m a y  b e  t o x i c  t o  
a l g a e  < R u e t e r ,  p e r s .  c o m m . >  
§S!B!9!~!Y! g y ! 9 r ! S ! Y 9 !  
T h e  g r e e n  a l g a  §g~g~g~~!Y~ gy!Q[l~!YQ! < c u l t u r e  I I ,  
F r e s h w a t e r  I n s t i t u t e ,  W i n n i p e g ,  C a n a d a >  w a s  u s e d  a s  a  t e s t  
o r g a n i s m  i n  t h i s  r e s e a r c h .  I t  w a s  c h o s e n  b e c a u s e  o f  i t s  
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u s e  i n  s i a i l a r  e x p e r i m e n t s  < P e t e r s e n  1 9 8 2 > .  I t s  t a x o n o m i c  
p o s i t i o n  i s  < B o l d  a n d  W y n n e  1 9 7 8 ) :  
D i v i s i o n - C h l o r o p h y c o p h y t a  
O r d e r -
C h l o r e l l a l e a  
F a m i l y - S c e n e d e a • a c e a e  
~g~g~g~~mY~ gyag~!gayga i s  £ o u n d  a s  c o l o n i e s  c o n t a i n i n g  u p  
t o  f o u r  c e l l s .  T h e  c e l l  a r e  J o i n e d  l a t e r a l l y ,  a n d  t h e  
t e r a i n a l  c e l l s  o f t e n  h a v e  t w o  s p i k e s  p r o t r u d i n g  f r o m  t h e  
e n d s .  
T h e  n u m b e r  o f  c e l l s  p e r  c o l o n y  i n  l a b o r a t o r y  
c u l t u r e s  i s  i n f l u e n c e d  b y  t h e  • e d i a ·  u s e d  < B o l d  a n d  W y n n e  
1 9 7 8 > .  F o u r  a n d  o n e  c e l l s  p e r  c o l o n y  w e r e  t h e  • o a t  c o m m o n  
n u m b e r s  o b s e r v e d  i n  t h i s  r e s e a r c h .  § s ! n ! 9 ! ! m Y !  gy!9t!~!Y9! 
a r e  w i d e l y  d i s t r i b u t e d  i n  f r e s h w a t e r  h a b i t a t s .  
~!~~!!n!_eh2~2h!~!!! 
M e t a l  t o x i c i t y  c a n  b e  e x p r e s s e d  a s  a n  i n h i b i t i o n  0 £  
a n y  c r i t i c a l  c e l l u l a r  p r o c e s s  < P e t e r s o n  e t  a l  1 9 8 4 > .  I  
c h o s e  t o  m e a s u r e  t h e  a c t i v i t y  0 £  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  f o r  a  
v a r i e t y  o f  r e a s o n s .  A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  h a s  b e e n  s h o w n  t o  
b e  a  b i o c h e m i c a l  m a r k e r  o f  m e t a l  t o x i c i t y  < R u e t e r  1 9 8 3 ) .  
I t  i s  i m p o r t a n t  i n  t h e  e n v i r o n m e n t a l  s u c c e s s  o f  
p h y t o p l a n k t o n  < C u r r i e  a n d  K a l £ t  1 9 8 4 > .  T h e  e n z y m e  i s  
a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  s u r f a c e  o f  a l g a e  s o  i t  i s  i n  d i r e c t  
c o n t a c t  w i t h  t h e  c h e m i s t r y  0 £  t h e  l f t e d i u m  < R u e t e r  1 9 8 3 > .  
A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  i s  k n o w n  t o  b e  a  z i n c  m e t a l l o - e n z y • e  
< C o l e m a n  a n d  G e t t i n s  1 9 8 3 >  w h i c h  a l l o w s  f o r  m o d e l i n g  0 £  
t h e  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  t h e  t o x i c  a e t a l s  a n d  t h e  z i n c  
b i n d i n g  a i t e .  
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A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  i a  f o u n d  i n  a  w i d e  v a r i e t y  o f  
t a x o n o a i c  g r o u p s .  I s o l a t e d  a n z y a a a  f r o •  v a r i o u s  s p e c i e s  
h a v e  b e e n  s t u d i e d  a n d  t h e y  s h a r e  t h e  s a a e  b a s i c  p r o p e r t i e s  
< C o l a a a n  a n d  G e t t i n a  1 9 8 3 > .  T h e  e n z y a e  i a  a  d i a e r  w i t h  a  
• o l e c u l a r  w e i g h t  o f  a b o u t  9 5 , 0 0 0 .  A t  l e a s t  t w o  z i n c  i o n s  
a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  a a c h  d i a e r  < C o h a n  a n d  W i l a o n  1 9 6 6 > .  
A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  i s  a  n o n s p e c i f i c  p h o s p h o a o n o e a t e r a s e  
< C o l e a a n  a n d  G e t t i n a  8 3 >  w h i c h  c a t a l y z e •  t h a  h y d r o l y s i s  o f  
o r t h o p h o s p h a t e  f r o •  a  w i d e  v a r i e t y  o f  o r g a n i c  p h o s p h a t e  
c o a p o u n d a .  
A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  c a n  b e  c r i t i c a l  i n  
c o n t r o l l i n g  t h e  a u c c a a a  o f  p h y t o p l a n k t o n  a p e c i • •  < C u r r i e  
a n d  K a l f t  1 9 8 4 a > .  P h o s p h o r u s  i s  o f t e n  t h e  r e s o u r c e  
l i a i t i n g  p h y t o p l a n k t o n  g r o w t h  i n  l a k e s  < G o l d • a n  a n d  H o r n e  
1 9 8 3 > .  A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  i s  r e q u i r e d  t o  u t i l i z e  
d i s s o l v e d  o r g a n i c  p h o s p h a t e  < D O P > ,  w h i c h  a a y  b e  t h e  p r i a a r y  
s o u r c e  o f  p h o s p h o r u s  f o r  p h y t o p l a n k t o n  < C u r r i e  a n d  K a l f t  
1 9 8 4 a , b > .  B e c a u a e  o f  a  f a s t e r  u p t a k e  r a t e ,  b a c t e r i a  
u t i l i z e  o v e r  9 7 - o f  t h e  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e .  I £  m e t a l  
t o x i c i t y  d e c r e a s e •  t h e  a c t i v i t y  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e ,  i t  
w o u l d  l e a d  t o  a  d e c r a a a e  i n  p h o s p h o r u s  a v a i l a b i l i t y  t o  
p h y t o p l a n k t o n .  
A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  a  
b i o c h e m i c a l  a a r k e r  o f  c o p p e r  t o x i c i t y  < R u e t e r ,  1 9 8 3 > .  
T h i a  e f f e c t  c a n  b e  d e t e c t e d  u s i n g  a  p u r i f i e d  e n z y m e  
s o l u t i o n ,  c e l l  £ r e e  a l g a l  e x t r a c t ,  o r  a c t i v e  a l g a l  
c u l t u r e .  T h e  a c t i v i t y  o f  t h e  a n z y • e  d e c r e a s e s  i n  r e l a t i o n  
t o  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  c u p r i c  i o n  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  
e £ £ e c t  i a  t h o u g h t  t o  b a  d u e  t o  t h e  d i a p l a c e a e n t  o f  t h e  
n a t i v e  z i n c  i o n  b y  c o p p e r .  B o t h  m e t a l s  £ o r •  d i v a l e n t  
c a t i o n s  w i t h  a i a i l a r  i o n i c  r a d i i  a n d  b o n d i n g  g e o a e t r i e a  
< V a l l e e  1 9 5 8 > .  
~~g~g£gygg_§y~~~£I 
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A c i d  r a i n  l e a d s  t o  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  
a l u a i n u a  i n  s o m e  l a k e s .  M y  g o a l  i s  t o  p r e s e n t  e v i d e n c e  
t h a t  t h e  o b s e r v e d  a f f e c t  0 £  i n c r e a s e d  a l u a i n u a  m a y  b e  d u e  t o  
t h e  i n t e r a c t i o n  0 £  t h i s  M e t a l  w i t h  t h e  a q u e o u s  c h e a i s t r y  o f  
t h e  s y s t e m .  T h e  t o x i c i t y  0 £  a  a e t a l  c a n  b e  r e l a t e d  t o  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  0 £  a  p a r t i c u l a r  c h e m i c a l  a p e c i e a  0 £  t h e  
a e t a l .  I n  a q u a t i c  a y a t e a s ,  t h e  f r e e  a e t a l  i o n  i s  o f t e n  t h e  
m o a t  t o x i c  £ o r m .  T h i a  £ o r a  i s  o f t e n  f o u n d  i n  l o w  
c o n c e n t r a t i o n  d u e  t o  c o a p l e x a t i o n  w i t h  h u a i c  a u b a t a n c e a .  
A l u m i n u m  m a y  e x e r t  i t s  e f f e c t  b y  c o m p e t i n g  f o r  b i n d i n g  
s i t e s  w i t h  a o r e  t o x i c  a e t a l a  a u c h  a s  c o p p e r .  T h i a  w o u l d  
l e a d  t o  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  t o x i c  f o r a  o f  c o p p e r  w i t h o u t  a n  
i n c r e a s e  i n  t h e  t o t a l  c o p p e r  c o n c e n t r a t i o n .  T h i a  hypothea~a 
i s  t e s t e d  b y  i n v e s t i g a t i n g  t h e  e f f e c t  v a r i o u s  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  a l u a i n u a  a n d  c o p p e r  h a v e  o n  a l g a l  g r o w t h  
r a t e  a n d  e n z y a e  a c t i v i t y .  C h a n g e s  i n  t h e s e  b i o l o g i c a l  
p a r a m e t e r s  s h o u l d  r e l a t e  t o  v a r i a t i o n s  i n  m e t a l  s p e c i a t i o n .  
/  
C h a p t e r  I I  
T h e  G r o w t h  R a t e  o f  §~!n!g!!!Y! gy!Q[l~!YQ! a a  a  
£ u n c t i o n  0 £  a l u a i n u a  a n d  c o p p e r  c o n c e n t r a t i o n  
I N T R O D U C T I O N  
T h •  g o a l  0 £  t h i s  e x p e r i a e n t  i s  t o  d e t e r m i n e  t h e  
s e n s i t i v i t y  0 £  §s~g~g~~!Y~ g y ! g £ ! S ! Y g !  t o  a l u a i n u •  a n d  
c o p p e r  t o x i c i t y .  T h e  a l g a  i s  g r o w n  i n  • • d i a  c o n t a i n i n g  
v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n •  0 £  a t u a i n u m  a n d  c o p p e r .  T h e  g r o w t h  
r a t e  w i l l  b e  c o a p a r e d  t o  t h e  t o t a l  concantrat~on o f  e a c h  
a e t a l  a s  w e l l  a s  t h e  £ r e e  i o n  a c t i v i t y  0 £  e a c h  a e t a l .  T h e  
h y p o t h e s i s  i a  t h a t  t h e  g r o w t h  r a t e  s h o u l d  b e  r e l a t e d  t o  t h e  
a c t i v i t y  0 £  t h e  f r e e  c u p r i c  i o n .  
T h e  d e s i g n  0 £  t h i a  e x p e r i a e n t  i s  b a a e d  o n  w o r k  d o n e  o n  
t h e  a a a e  o r g a n i s m  b y  P e t e r s e n  < 1 9 8 2 > .  I n  h i s  e x p e r i a e n t a ,  
P e t e r s e n  i n v e s t i g a t e d  t h e  e £ £ e c t  v a r i a t i o n s  i n  z i n c  a n d  
c o p p e r  c o n c e n t r a t i o n  h a d  o n  a l g a l  g r o w t h  r a t e .  G r o w t h  d a t a  
w a s  a n a l y z e d  i n  t e r m s  0 £  t o t a l  c o n c e n t r a t i o n  a a  w e l l  a s  t h e  
e s t i m a t e d  c h e a i c a l  a p e c i a t i o n .  H e  f o u n d  t h a t  i n  t h e  
p r e s e n c e  0 £  b o t h  a e t a l a ,  t h e  o b s e r v e d  t o x i c i t y  c o u l d  b e  
r e l a t e d  t o  t h e  £ r e e  c u p r i c  i o n .  
M E T H O D S  
C a r e  a u a t  b e  t a k e n  w i t h  e x p e r i a e n t a  o n  t h e  e £ £ e c t a  0 £  
t r a c e  m e t a l s  t o  p r e v e n t  m e t a l  c o n t a m i n a t i o n .  N a n o p u r e  
w a t e r  o b t a i n e d  f r o •  a  B a r n s t e a d  a y a t e a  w a s  u s e d  i n  a l l  
e x p e r i m e n t s .  P l a a t i c w a r e  w a s  a l l o w e d  t o  s o a k  i n  4 - H C L  
f o r  2 4  h o u r s  a n d  r i n s e d  f i v e  t i a e a  w i t h  N a n o p u r e  w a t e r  
i a a e d i a t e l y  p r i o r  t o  u a e .  T h e  g r o w t h  m a d i u a  w a s  a  r u n  
t h r o u g h  a  c o l u a n  o f  C h e l e x  1 0 0  < B i o - r a d  l a b . > .  T h i a  c a t i o n  
e x c h a n g e  m a t e r i a l  r e m o v e s  a n y  m e t a l  c o n t a m i n a t e s  p r e s e n t  i n  
t h e  s o l u t i o n .  A l l  c u l t u r e  a a n i p u l a t i o n a  w e r e  p e r f o r m e d  i n  
a  l a a i n a r  h o o d  < E n v i r o n m e n t a l  A i r  C o n t r o l  I n c . > .  C l e a n  
p l a s t i c  g l o v e s  w e r e  w o r n  w h i l e  h a n d l i n g  t h e  c u l t u r e  f l a s k s .  
~29gggg!!Y! g y ! 9 £ ! 2 ! Y 9 !  < c u l t u r e  I I ,  F r e s h w a t e r  
I n a t i t u t e  a l g a l  c u l t u r e  c o l l e c t i o n ,  F r e s h w a t e r  I n s t i t u t e ,  
W i n n i p e g ,  C a n a d a >  w a s  u s e d  a s  t h e  t e a t  o r g a n i s m .  T h e  a l g a e  
w e r e  g r o w n  i n  F r a q u i l  < M o r e l  e t  a l ,  1 9 7 9 > ,  a s  m o d i f i e d  b y  
P e t e r s e n  < 1 9 8 2 > .  T h e  c h e a i c a l  c o a p o s i t i o n  o f  t h e  m e d i u m  i a  
l i s t e d  i n  T a b l e  I .  1 0 0 0 x  c o n c e n t r a t i o n  a t o c k a  o f  t h e  
n u t r i e n t s ;  N a S i 0
4
,  K 2 H P 0
3
,  N a N 0
3  
a n d  t h e  a a J o r  i o n s ;  C a C 1
2
,  
M g S 0
3
,  a n d  N a H C 0
3  
w e r e  p r e p a r e d .  A  m e t a l  s t o c k  s o l u t i o n  
w h i c h  c o n t a i n e d  l x l o -
3  
E D T A  a n d  l O O O x  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  
m e t a l s  < e x c l u d i n g  C u  a n d  A l >  l i s t e d  i n  t a b l e  I  w a a  a l s o  
p r e p a r e d .  T w o  m i l l i l i t e r s  o f  e a c h  n u t r i e n t  s t o c k  w e r e  
d i l u t e d  t o  o n e  l i t e r  w i t h  N a n o p u r a  water~ T h e  m a J o r  i o n s  
w e r e  a i a i l a r l y  m i x e d .  T h e  n u t r i e n t  a i x  a n d  t h e  i o n  
s o l u t i o n  w e r e  r u n  t h r o u g h  s e p a r a t e  C h e l e x  c o l u m n s .  5 0 0  a l  
o f  e a c h  c h e l e x e d  s o l u t i o n  w e r e  c o a b i n e d  a n d  1  m l  o f  t h e  
m e t a l  s t o c k  w a s  ' d d e d  t o  p r o d u c e  o n e  l i t e r  o f  F r a q u i l .  T h e  
m e d i u m  w a a  f i l t e r  s t e r i l i z e d  u s i n g  a  0 . 4 5  u M  f i l t e r  
< N u c l e o p o r e  C o . > .  
1 5  
c h e a i c a l  
c o n c e n t r a t i o n  
c o a p o n e n t  
c a • 2  
M g + 2  
x +  
F e +
3  
M n + 2  
c o •
2  
z n •
2  
N H
3  
H +  
T A B L E  I  
M O D I F I E D  F R A Q U I L  C U L T U R E  M E D I A  
c o n c e n t r a t i o n  
c h e l l l i c a l  
J R O l  I  L  c o J R p o n e n t  
2 . 5  x 1 0 -
4  
c o  -
2  
3  
1 . 5  x i o -
4  
S 0 4 -
2 . 0  x i o -
5  
C l -
4 . 5  x i o -
7  
B < O H >
4  
-
2 . 3  x i o -
8  
M o o
4
-
2  
2 . 5  x 1 0 -
9  
N O  -
3  
1 . 0  x l o -
9  
E D T A -
4  
1 . 3  x i o -
9  
A l +
3  
v a r i a b l e  
c u •
2  
1 6  
J R o l  I  L  
1 . 5  x 1 0 -
4  
1 . 5  x i o -
4  
5 . 2  x i o -
4  
1 . 0  x l o -
7  
1 . 5  x l o -
9  
l . O  xlo~
4 
s . o  x 1 0 -
6  
v a r i a b l e  
v a r i a b l e  
C o n c e n t r a t i o n  0 £  t h e  c o a p o n e n t a  0 £  t h e  a e d i a  F r a q u i l  
< M o r e l  e t  a l  1 9 7 9 >  a s  m o d i f i e d  b y  P e t e r s e n  ( 1 9 8 2 > .  H +  
c o n c e n t r a t i o n  < p H  5 - 8 >  w a s  v a r i a b l e  d u e  t o  c h a n g e s  i n  
t h e  a l u m i n u m  a n d  c o p p e r  c o n c e n t r a t i o n s .  
S t o c k  s o l u t i o n s  o f  l x l o - l  M  A l C 1
3  
a n d  5 x 1 0 -
2  
M  C u s o
4  
w e r e  u s e d  a s  t h e  s o u r c e  0 £  t h a a a  a e t a l a .  1 0 0  a l  0 £  a e d i u a  
a t e a c h  e x p e r i a e n t a l  c o n c e n t r a t i o n  w a s  a a d e  i n  2 5 0  a l  
T e £ l o n  £ l a a k a .  T h e a •  s o l u t i o n s  w e r e  a l l o w e d  t o  s i t  f o r  
t w e n t y - £ o u r  h o u r s  b e f o r e  e x p e r i m e n t s  w e r e  p e r £ o r a e d  s o  
e q u i l i b r i u m  b e t w e e n  t h e  a e t a l a  a n d  E D T A  c o u l d  b e  o b t a i n e d .  
T h e  g r o w t h  a x p e r i a e n t a  w e r e  p e r f o r a e d  i n  3 0  a l  p o l y -
c a r b o n a t e  t u b e s .  2 0  a l  a l i q u o t s  0 £  a e d i u a  w e r e  i n o c u l a t e d  
w i t h  0 . 2  a l  o f  a  s t a t i o n a r y  p h a s e  a a i n t e n a n c e  c u l t u r e  0 £  
§~~~~9~!!Y~· D a i l y  a e a a u r a a e n t a  w e r e  t a k e n  b y  p l a c i n g  e a c h  
t u b e  i n  a  f  l u o r o a e t e r  < T u r n e r  D e s i g n s .  M o d e l  1 0 >  a e t  t o  
d e t e c t  t h e  f l u o r e s c e n c e  o f  c h l o r o p h y l l  a :  
l i g h t  s o u r c e - b u l b  F 4 T 5  
e x c i t a t i o n  f i l t e r - c / s  S - 6 0  
a a a i a i o n  f  i l t a r - c / s  2 - 6 4  
T h e  i n c r e a s e  i n  c h l  a  f  l u o r e a c e n c e  w a s  u s e d  a s  t h e  
a e a a u r e a e n t  o f  g r o w t h .  T h e  c u l t u r e s  w e r e  k e p t  i n  a n  
i n c u b a t o r  < E n v i r o n a t o r  C o . >  a t  1 8  ° c .  T h e  l i g h t  w a s  
c o n t i n u o u s  a n d  h a d  a n  i n t e n s i t y  o f  1 0 0  u  E i n s t e i n s  . - 2  s - 1 .  
T h e  t u b e s  w e r e  k e p t  i n  c l e a r  p l a s t i c  r a c k s  a n d  s h a k e n  a t  
1 0 0  r p a .  E a c h  g r o w t h  e x p e r i a e n t  l a s t e d  7  d a y s .  T h e  
~xponential p h a s e  o f  g r o w t h  w a s  d e t e r a i n e d  b y  g r a p h i n g  t h e  
d a i l y  f l u o r e s c e n c e  o n  a e a i - l o g  p a p e r .  G r o w t h  r a t e  w a s  
d e t e r a i n e d  u s i n g  t h e  e q u a t i o n :  
u  =  < l n  F
2  
- l n  F
1
>  +  ( #  d a y s >  
u  =  g r o w t h  r a t e  
F
1
=  f l u o r e s c e n c e  o n  f i r s t  d a y  o f  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  
1 7  
F2
=  f l u o r e s c e n c e  o n  l a a t  d a y  o f  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  
#  •  n u a b e r  0 £  d a y a  b e t w e e n  F
1  
a n d  F
2  
T h e  e f f e c t  o f  a l u a i n u a  a n d  c o p p e r  o n  a l g a l  g r o w t h  
r a t e  w a a  £ i r a t  d e t a r a i n e d  i n d i v i d u a l l y .  A £ t a r  t h e  
a £ £ e c t i v e  l e v e l  0 £  e a c h  a e t a l  w a a  k n o w n ,  a  m a t r i x  0 £  m e t a l  
c o n c e n t r a t i o n •  w e r e  d e r i v e d  < T a b l e  I I > .  
T h e  c o p p e r  
c o n c e n t r a t i o n a  u a e d  i n  t h • • •  e x p e r i a e n t a  w a r e  0 ,  3 ,  4 ,  4 . 5 ,  
a n d  5  x 1 0 - 6  M ,  w h i l e  t h e  a l u a i n u a  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  O ,  2 ,  
3 ,  4 ,  5 ,  6 ,  a n d  8  x 1 0 -
6  
M .  T h e  g r o w t h  r a t e  w a a  d e e e r a i n e d  
f o r  t h i r t y  t h r e e  c o n c e n t r a t i o n  c o a b i n a t i o n a  0 £  t h e s e  a e t a l  
c o n c e n t r a t i o n s  C t a b l e  I I > .  
T h e  c o n c e n t r a t i o n •  0 £  t h e  c h e a i c a l  s p e c i e s  a t  e a c h  
s e t  0 £  a l u a i n u a  a n d  c o p p e r  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  e e t i a a t a d  
u a i n g  t h e  c o a p u t e r  p r o g r a a  M I N I Q L  < W e a t a l l  e t  a l  1 9 7 6 > .  
C r i t i c a l  e q u i l i b r i u a  c o n a t a n t a  i n v o l v i n g  E D T A ,  a l u m i n u a , a n d  
c o p p e r  w e r e  c o a p a r e d  t o  o t h e r  p u b l i s h e d  v a l u e s  < S a i t h  a n d  
M a r t e l l  1 9 7 5 > .  
R E S U L T S  
A l t h o u g h  i n d i v i d u a l  c u l t u r e •  h a d  g r o w t h  r a t e s  a s  h i g h  
a s  0 . 9 3  d a y - l ,  t h e  a v e r a g e  U a a x  f o r  a n y  c o n c e n t r a t i o n  
c o a b i n a t i o n  w a s  0 . 8 5 .  T h e  c o n t r o l  c u l t u r e s  w i t h  n o  
a d d i t i o n a l  m e t a l s  a l w a y a  h a d  g r o w t h  r a t e s  a b o u t  0 . 2  u n i t e  
l o w e r  t h a n  c u l t u r e s  w i t h  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a l u a i n u a  o r  
c o p p e r .  A d d i t i o n a l  a e t a l  d i d  n o t  h a v e  a  n o t i c e a b l e  e £ £ e c t  
o n  g r o w t h  r a t e  u n t i l  a  t h r e s h o l d  c o n c e n t r a t i o n  i s  r e a c h e d  
1 8  
T A B L . E  I I  
G R O W T H  R A T E  D A Y - 1  < u p p e r >  A N D  p C u  < l o w e r >  A S  
E S T I M A T E D  B Y  M I N I Q L  < W e s t a l l  e t  a l  1 9 7 6 ) ,  
F O R  E A C H  C O N C E N T R A T I O N  O F  
A L U M I N U M  A N D  C O P P E R  
C o p p e r  < x l o - 6  M >  
1 9  
5  •  
0  
3  
4 . 5  
4  
----~--------~--------~--------~~----------
A l u a i n u a  
< x  1 0 . -
5  
I U  
0  
2  
3  
4  
5  
6  
8  
N . D . - n o  d a t a  
0 . 6 5  
1 3 . 0  
0 . 7 6  
1 3 . 0  
N . D .  
1 3 . 0  
0 . 6 7  
1 3 . 0  
0 . 6 8  
1 3 . 0  
0 . 4 4  
1 3 . 0  
0 . 0 8  
1 3 . 0  
0 . 8 5  
1 1 . 4 2  
0 . 8 0  
1 1 . 4 1  
N . O .  
1 1 . 3 8  
0 . 7 0  
9 . 9 6  
0 . 4 6  
6 . 9 7  
0 . 4 0  
6 . 3 9  
0 . 1 6  
6 . 0 3  
0 . 7 7  0 . 8 1  
0 . 0 8  
1 0 . 8 3  1 0 . 1 1  
8 . 2 0  
0 . 7 7  0 . 7 6  
0 . 2 1  
1 0 . 8 2  
9 . 6 4  
7 . 8 6 1  
0 . 7 7  
0 . 5 8  0 . 0 4  
1 0 . 7 9  9 . 6 1  
7 . 4 6  
I  
0 . 4 8  0 . 4 2  
0 . 1 6 1  
!  
8 . 7 7  
7 . 7 5  
6 . 3 5 !  
0 . 2 3  0 . 3 3  
o . o  
6 . 5 0  
6 . 2 8  6 . 0 8  
0 . 1 0  
N . O .  
N . D .  
6 . 1 1  
5 . 9 8  
5 . 8 7 1  
l  
0 . 1 5  
o . o  o . o  
5 . 8 4  
5 . 7 6  5 . 6 8  
I  
I l l  
=  1 . 0  
a :  
: c  
. .  
- o . s  
- 0  
- a :  
~ 
0  
2 -
4  
A L U M I N U M  
x 1 o · s  
6  
8  
0  
' 1  
2  
3  "'~· 
~ 
o "  , •  
c ;  " o  
+  
[ ! 9 Y E ! - 1 ·  T h e  g r o w t h  r a t e  d a y - l  0 £  ~~9D!~••mY• • •  a  
£ u n c t i o n  o f  t h e  t o t a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  a l u a i n u a  a n d  
c o p p e r .  
2 0  
< T a b l a  I I  ; F i g u r e  1 > .  A b o v e  t h i s  l e v e l  t h e  g r o w t h  r a t e  
d e c r e a a e a  d r a a a t i c a l l y .  T h e  t h r a a h o l d  c o n c e n t r a t i o n  o f  
b o t h  a l u a i n u a  a n d  c o p p e r  d e p e n d s  o n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  
t h e  o t h e r  a e t a l .  
2 1  
T h e  E C
5 0  
< e £ £ e c t i v e  concentration-50~> i s  t h e  c o n c e n -
t r a t i o n  0 £  a  a e t a l  a t  w h i c h  t h e  g r o w t h  r a t e  0 £  t h e  a l g a  i s  
£ i £ t y  p e r c e n t  o f  a a x i a u a .  T h e  A l - E C
5 0  
i n  t h e  a b s e n c e  o f  
c o p p e r  i a  a b o u t  6  x l o -
5  
M .  A s  t h e  a a o u n t  0 £  c o p p e r  
i n c r e a a e a ,  t h e  A l - E C
5 0  
d e c r e a s e s  < F i g u r e  1 ) .  A t  h i g h e r  
c o p p e r  c o n c e n t r a t i o n s ,  l e a a  a l u a i n u a  i a  r e q u i r e d  t o  i n h i b i t  
g r o w t h .  T h e  A l - E c
5 0  
c a n  n o t  b e  d e t e r m i n e d  i f  t h e  c o p p e r  
c o n c e n t r a t i o n  i a  5  x 1 0 -
6  
M  s i n c e  t h e  g r o w t h  r a t e  i n  t h e  
a b s e n c e  o f  a l u a i n u a  i s  l e a s  t h a n  50~ o f  t h e  c o n t r o l  r a t e .  
T h e  g r o w t h  r a t e  i s  s l i g h t l y  h i g h e r  a t  t h i s  c o p p e r  c o n c e n -
t r a t i o n  i f  s o a e  a l u a i n u m  i s  p r e s e n t .  
A t  a l u a i n u a  c o n c e n t r a t i o n s  b e l o w  2  x i o -
5  
M ,  t h e  C u -
E c 5 0  i s  b e t w e e n  4 . 5  a n d  5 x l o -
6  
M .  I f  t h e  a l u a i n u a  c o n c e n -
t r a t i o n  i s  r a i s e d  t o  3  x 1 0 - 6  M ,  4 . 5  x i o - 6  M  c o p p e r  l e a d s  t o  
a  2 5 - d e c r e a s e  i n  g r o w t h  r a t e .  T h e  C u - E c
5 0  
i s  a b o u t  4  x l 0 -
6  M  1 £  t h e  a l u a i n u a  c o n c e n t r a t i o n  i a  4  x l o -
5  
M .  I t  d r o p s  
t o  3  x l o -
6  
M  c o p p e r  a t  5  x l o -
5  
M  a l u m i n u a .  A s  t h e  g r o w t h  
r a t e  a t  6  x l o -
5  
M  a l u m i n u m  i a  o n l y  a b o u t  5 0 - 0 £  t h e  
c o n t r o l ,  i t  i a  n o t  p o a a i b l e  t o  d e t e r m i n e  a n  C u - E c
5 0
•  A t  
t h i a  a l u a i n u a  c o n c e n t r a t i o n ,  t h e  g r o w t h  r a t e  r a a a i n a  f a i r l y  
c o n s t a n t  u n t i l  t h e  c o p p e r  c o n c e n t r a t i o n  e x c e e d s  3  x 1 0 -
6
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p C U  
[ i S Y E • - 2 ·  T h e  g r o w t h  r a t e  d a y - l  o f  ~~•D•~•••Y• • •  a  
f u n c t i o n  o f  c u p r i c  i o n  a c t i v i t y  < p C u > .  S e e  t h e  
d i a c u a a i o n  f o r  a  d e a c r i p t i o n  o f  A  a n d  B .  
2 2 ·  
A t  t h e  h i g h e s t  a l u a i n u a  c o n c e n t r a t i o n  t e a t e d ,  t h e  g r o w t h  
r a t e  w a s  s l i g h t l y  h i g h e r  a t  c o p p e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  3  a n d  
4  x l O _ ,  M  t h a n  i n  t h e  a b a e n c e  o f  c o p p e r .  
A  s t a t i s t i c a l  c o r r e l a t i o n  < r
2
• 0 . 8 7 >  w a s  d e t e r a i n e d  
b e t w e e n  t h e  l o g  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c u p r i c  i o n  C p C u >  a n d  
t h e  g r o w t h  r a t e  o f  §s~n~g9gmyg < F i g u r e  2 > .  L i n e a r  
r e g r a a s i o n  a n a l y s i s  r e v e a l e d  n o  s u c h  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  
t h e  g r o w t h  r a t e  a n d  p A l  < r 2 = 0 . 4 6 > ,  p H  ' c r 2 • 0 . S 6 > ,  o r  a n y  o f  
t h e  o t h e r  a p e c i e a .  A a  t h e  g r o w t h  r a t e  c h a n g e d  d u e  t o  
v a r i a t i o n s  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  e i t h e r  a a t a l ,  a  
r e l a t i o n a h i p  b e t w e e n  t h e  t o t a l  c o n c e n t r a t i o n  0 £  a  m e t a l  a n d  
t h e  g r o w t h  r a t e  w a s  n o t  o b t a i n e d .  
D I S C U S S I O N  
2 3  
C u p r i c  i o n  a c t i v i t y  i a  t h e  c h e a i c a l  f a c t o r  c o n t r o l l i n g  
t h e  g r o w t h  r a t e  0 £  §s9n~g~§mY§• A l u m i n u m  e x e r t s  i t s  e f f e c t  
b y  c o a p a t i n g  w i t h  c o p p e r  f o r  o r g a n i c  b i n d i n g  a i t e s .  A s  t h e  
a l u a i n u a  c o n c e n t r a t i o n  i n c r e a s e s ,  c o p p e r  i o n s  a r e  d i s p l a c e d  
f r o •  E D T A  a n d  t h e  c u p r i c  i o n  a c t i v i t y  i n c r e a a e a .  T h e  
e f f e c t  o f  c o a p e t i t i o n  b e t w e e n  a l u a i n u a  a n d  c o p p e r  f o r  
c o a p l e x a t i o n  i a  d e a o n a t r a t e d  i n  f i g u r e  3 .  A t  a  s e t  c o p p e r  
c o n c e n t r a t i o n ,  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  c u p r i c  i o n  i n c r e a s e a  
.  < p C u  d e c r e a s e s >  w i t h  a l u m i n u m  c o n c e n t r a t i o n .  
T h e  reault~ o b t a i n e d  a g r e e  w i t h  p u b l i s h e d  r e s u l t s  f r o m  
a  s i m i l a r  e x p a r i a e n t  w i t h  c o p p e r  a n d  z i n c  < P e t e r s e n  1 9 8 2 > .  
H e  f o u n d  t h a t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  c o p p e r ,  a n  i n c r e a s e  i n  
1 0  . .  
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x 1 0 - 1  M  
e  
e  
I  
I  
6  
8  
fi9YE•-~· T h e  a c t i v i t y  0 £  t h •  c u p r i c  i o n  i n c r e a s e s  
w i t h  a l u a i n u a  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  c o p p e r  c o n c e n t r a t i o n  
i •  a e t  a t  4  x i o -
6  
M  c o p p e r .  
2 4  
z i n c  c o u l d  l e a d  t o  i n c r e a s e d  c o p p e r  t o x i c i t y .  T h e  e f f e c t  
w a s  t h o u g h t  t o  b e  d u e  t o  t h e  d i a p l a c e a e n t  o f  c o p p e r  i o n s  
f r o •  E D T A .  A n  i a p o r t a n t  p o i n t  i s  t h a t  a l t h o u g h  t w o  a e t a l a  
a a y  i n d i v i d u a l l y  i n h i b i t  t h e  g r o w t h  o f  ~~~n~g~~~y~, 
s p e c i a t i o n  m u s t  b e  k n o w n  t o  d e t e r m i n e  t h e  t o x i c  a g e n t  i n  
t h e  p r e s e n c e  o f  b o t h  a e t a l a .  
A l t h o u g h  a  g o o d  c o r r e l a t i o n  i s  o b t a i n e d  b e t w e e n  g r o w t h  
r a t e  a n d  c u p r i c  i o n  a c t i v i t y ,  f i g u r e  2  s h o w s  t w o  s e t s  o f  
d a t a  t h a t  a p p e a r  t o  v a r y  f r o a  r e a a i n d e r  0 £  t h e  s a m p l e s .  
2 5  
T h e  t h r e e  d a t a  p o i n t s  l a b e l e d  A  a r e  a l l  c u l t u r e s  t h a t  
c o n t a i n e d  t h e  h i g h e s t  c o p p e r  c o n c e n t r a t i o n  < S  x l o -
6  
M > .  
T h e  t o t a l  c o p p e r  c o n c e n t r a t i o n  m a y  b e  i a p o r t a n t  i n  
d e t a r a i n i n g  t o x i c i t y  a t  t h i s  l e v e l .  A l s o ,  a t  S  x l o -
6  
M  
t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  c o p p e r  a n d  E D T A  a r e  e q u a l .  E D T A ' s  
e f f e c t i v e n e s a  a a  a  b u f f e r  d e p e n d s  o n  t h e  r e l a t i v e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  a e t a l  a n d  t h e  c h e l a t o r .  I f  t h e  
b u f f e r i n g  c a p a c i t y  i s  e x c e e d e d ,  t h e  c u p r i c  i o n  a c t i v i t y  
c o u l d  f l u c t u a t e  a n d  c a u s e  h i g h e r  v a l u e s  t h a n  e s t i m a t e d  b y  
M I N E Q L .  
T h e  c u l t u r e s  l a b e l e d  B  a l l  c o n t a i n e d  2  x 1 o - 5  M  
a l u m i n u m .  T h e  g r o w t h  r a t e  o f  t h e s e  c u l t u r e s  w a s  h i g h e r  
t h a n  p r e d i c t e d .  A  l o w  c o n c e n t r a t i o n  o f  a l u m i n u m  m a y  
p r o v i d e  p r o t e c t i o n  f r o a  c o p p e r  t o x i c i t y .  E v i d e n c e  o f  a n  
p r o t e c t i v e  e f f e c t  o f  a l u a i n u m  w a s  a l s o  f o u n d  i n  e x p e r i m e n t s  
o n  t h e  e f f e c t  o f  a l u m i n u a  a n d  c o p p e r  o n  t h e  a c t i v i t y  o f  
a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  < C h a p t e r  I I I > .  
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B  
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6  
8  
E!SYE9-~· T h e  g r o w t h  r a t e  d a y -
1  
0 £  § s 9 g 9 g 9 9 m y 9  • •  a  
£ u n c t i o n  0 £  t o t a l  a l u a i n u a .  T h e  c o p p e r  c o n c e n t r a t i o n  i a  
• • t  a t  4  x i o -
6  
K  c o p p e r .  A l t h o u g h  a n  i n c r • • • •  i n  
a l u a i n u a  d o e a  l e a d  t o  a  d e c r e a a e  i n  g r o w t h  r a t e ,  t h i a  
r e a e a r c h  h a a  a h o w n  t h e  c u p r i c  i o n  t o  r e a p o n a i b l e  £ o r  
t h e  t o x i c  e £ £ e c t .  
A l t h o u g h  t h e r e  i s  a  s t a t i s t i c a l  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  
t h e  i n c r e a s e  i n  a l u a i n u a  a n d  a  l o a a  0 £  £ i s h  <Crona~ &  
S e h o f i e l d  1 9 7 9 ) ,  t h e  i n f o r m a t i o n  i a  n o t  a v a i l a b l e  t o  
d a t e r a i n e  w h a t  chang~s i n  m e t a l  s p e c i a t i o n  m a y  h a v e  
o c c u r r e d .  E v i d e n c e  o f  c a u s e  a n d  e f f e c t  c a n  b e  M i s l e a d i n g  
i f  t h e  d a t a  i a  i n c o a p l e t e .  F i e l d  d a t a  o £ t e n  c o n s i s t  o n l y  0 £  
c h a n g e •  i n  p H  a n d  t o t a l  a l u m i n u a  c o n c e n t r a t i o n .  I f  a  l a k e  
a u b J e c t e d  t o  a c i d  r a i n  i s  a o d e l e d  b y  a  s e t  o f  c u l t u r e s  w i t h  
t h e  a a a e  c o p p e r  c o n c e n t r a t i o n s  b u t  d i f f e r e n t  a a o u n t a  o f  
a l u a i n u a ,  t o x i c i t y  d o e s  a p p e a r  t o  i n c r e a s e  w i t h  a l u a i n u a  
c o n c e n t r a t i o n  < F i g u r e  4 > .  B u t  t h e  r e s u l t s  0 £  t h i s  
e x p e r i a e n t  s h o w  t h a t  t h e  t o x i c i t y  i a  n o t  d u e  d i r e c t l y  t o  
a l u a i n u a  b u t  t o  c h a n g e s  i n  t h e  a q u a t i c  c h e a i s t r y .  
C O N C L U S I O N  
T h e  g r e e n  a l g a  §S!n!9!~!Y§ g y ! 9 £ ! S ! Y 9 !  w a s  g r o w n  i n  
t h i r t y  t h r e e  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a l u a i n u a  a n d  
c o p p e r .  T h e  g r o w t h  r a t e  0 £  t h e  a l g a  w a s  c o • p a r e d  t o  t h e  
t o t a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  e a c h  a e t a l ,  a s  w e l l  a s ,  e a t i a a t e a  o f  
a e t a l  a p e c i a t i o n .  G r o w t h  r a t e  w a s  £ o u n d  t o  b e  r e l a t e d  t o  
t h e  c u p r i c  i o n  a c t i v i t y .  A l u a i n u •  a l o n e  h a s  a  • i n i a a l  
t o x i c  e £ £ e c t .  T h e  r e s u l t s  s u p p o r t  t h e  h y p o t h e a i a  t h a t  t h e  
o b s e r v e d  e £ £ e c t  0 £  i n c r e a s e d  a l u a i n u a  m a y  b e  d u e  t o  
i n t e r a c t i o n s  w i t h  t h e  a q u a t i c  c h e a i s t r y  0 £  a  s y s t e a .  
2 7  
C H A P T E R  I I I  
A L K A L I N E  P H O S P H A T A S E  A C T I V I T Y  A S  A  
F U N C T I O N  O F  T H E  A Q U A T I C  C H E M I S T R Y  
O F  A L U M I N U M ,  C O P P E R ,  A N D  Z I N C  
I N T R O D U C T I O N  
T h i a  r e a e a r c h  a t t e m p t s  t o  c h a r a c t e r i z e  t h e  i n t e r -
a c t i o n s  b e t w e e n  a l u m i n u a  a n d  c o p p e r  i n  r e l a t i o n  t o  t h e  
t o x i c i t y  o f  t h e s e  a e t a l s .  T h e  h y p o t h e a i s  p r e d i c t s  t h a t  
m e t a l  a p e c i a t i o n  i s  m o r e  i m p o r t a n t  t h a n  t h e  t o t a l  m e t a l  
c o n c e n t r a t i o n .  I n  t h i s  c h a p t e r ,  t h e  i n h i b i t i o n  o f  a l k a l i n e  
p h o s p h a t a s e  i s  u s e d  a s  a n  i n d i c a t o r  o f  t o x i c i t y .  T h i a  
e n z y m e  w a a  c h o s e n  b e c a u s e  i t  i s  i m p o r t a n t  i n  t h e  p h o s p h a t e  
n u t r i t i o n  o f  a l g a e  < C u r r i e  a n d  K a l f t  1 9 8 4 >  a n d  i t  h a s  b e e n  
s h o w n  t o  b e  a  b i o c h e m i c a l  m a r k e r  o f  m e t a l  t o x i c i t y  < R u e t e r  
1 9 8 2 ) .  
T h e  u s e  o f  e n z y m e  a c t i v i t y  a s s a y s  h a a  b e n e f i t s  o v e r  
c e l l  g r o w t h  r a t e  e x p e r i m e n t s  i n  m e t a l  t o x i c i t y  s t u d i e s .  
T h e  c h e m i s t r y  o f  t h e  m e d i a  c a n  b e  s i m p l i f i e d  w i t h o u t  
c o n c e r n  f o r  t h e  n u t r i t i o n a l  r e q u i r e m e n t s  o f  c e l l s .  A l g a e  
n a y  r e l e a s e  o r g a n i c  c h e l a t o r s  w h i c h  c o m p l i c a t e  m e t a l  
s p e c i a t i o n  c a l c u l a t i o n s  < M c K n i g h t  a n d  M o r e l  1 9 7 9 > .  A n o t h e r  
b e n e f i t  i s  t h a t  e n z y m e  s t u d i e s  t a k e  l e s s  t i m e  s o  m o r e  
e x p e r i m e n t s  c a n  b e  p e r f o r m e d .  
T h r e e  t y p e a  o f  e x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  i n  t h i s  
i n v e s t i g a t i o n .  T e n  e n z y m e  b u f f e r s  s o l u t i o n s  w e r e  t e s t e d  t o  
2 9  
d e t e r m i n e  t h e i r  s u i t a b i l i t y  i n  t r a c e  m e t a l  s t u d i e s .  T h e  
a c t i v i t y  0 £  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a s  a  £ u n c t i o n  0 £  a l u a i n u a  
a n d  c o p p e r  c o n c e n t r a t i o n  w a s  d e t e r a i n e d .  T h e  r e s u l t s  0 £  
t h o s e  e x p e r i a e n t a  s u g g e s t e d  t h a t  z i n c  p r e s e n t  i n  t h e  b u £ £ e r  
e f f e c t s  e n z y m e  a c t i v i t y .  T h e  f i n a l  s e t  o f  e x p e r i m e n t s  
i n v e s t i g a t e s  i £  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  i n h i b i t i o n  d u e  t o  z i n c  
r e m o v a l  i s  r e v e r s i b l e .  
S E C T I O N  1  
E n z y a e  B u f f e r  S o l u t i o n s  
M E T H O D S  
6!!~I-2f_!!~!!!n!_eb2!eb!~!!!_!~~!Y!~~- A l k a l i n e  p h o s -
p h a t a s e ,  i s o l a t e d  £ r o a  s~-~2!! < S i g m a  C o > ,  w a s  d i l u t e d  t o  
o n e  u n i t  I  a l  i n  1  x l o -
3  
M  T r i s  < p H  8 . 3 >  a n d  s t o r e d  a t  5  
0
c .  0 . 1  m l  0 £  t h e  e n z y a e - T r i s  s o l u t i o n  w a s  a d d e d  p e r  1 0  m l  
o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  b u f f e r  s o l u t i o n .  T h e  f i n a l  c o n c e n -
t r a t i o n  o f  t h e  e n z y m e  w a s  1  x l o -
2  
u n i t s  I  m l .  2 . 5  m l  o f  
t h e  e n z y m e - b u f f e r  w a s  a d d e d  t o  a  1  c m  p a t h  l e n g t h  c u v e t t e .  
E n z y m e  a s s a y s  w e r e  s t a r t e d  b y  a d d i n g  0 . 1  m l  o f  1  x i o -
3  
M  
n - N i t r o p h e n y l p h o s p h a t e  < p N P P > < S i g m a  C o > .  T h e  h y d r o l y s i s  0 £  
p N P P  w a s  f o l l o w e d  a t  4 1 0  n m  i n  a  s p e c t r o p h o t o m e t e r  C B a u s h  &  
L o m b ,  S p e c t r o n i c  1 0 0 >  o v e r  f o u r  m i n u t e s .  A n  a b a o r b a n c e  
c h a n g e  o f  0 . 0 0 1  c o r r e s p o n d e d  t o  a  1 . 4  x l 0 -
7  
M  chang~ i n  
p N P P  c o n c e n t r a t i o n .  
&n~X~9-9Yf f  g£_§2!Y~!2n•= 
3 0  
T h a  r a q u i r e a e n t a  £ o r  a  s u i t a b l e  
e n z y a e  b u £ £ e r  i n c l u d e :  t h e  e n z y a e  a u a t  h a v e  a e a a u r a b l e  
a e t i v i t y  i n  t h a  a o l u t i o n ;  t h e  e n z y a e  a u a t  r e a a i n  a c t i v e  
o v e r  t i a e ;  t h e  p H  a u a t  b •  a a i n t a i n e d  w i t h i n  t h e  r a n g e  0 £  
7 . S  t o  8 . 0 ;  i t  a u s t  p e r a i t  £ r e e  a a t a l  a c t i v i t i e s  t o  b e  
£ i x e d  a t  a £ £ e c t i v e  t o t a l  a e t a l  c o n c e n t r a t i o n s ;  a n d  t h e  
e q u i l i b r i u •  c o n s t a n t s  b e t w e e n  a l l  t h e  c o a p o n e n t a  a n d  
a l u a i n u a  a n d  c o p p e r  a u a t  b e  k n o w n  s o  e a t i a a t e a  0 £  m e t a l  
a p e c i a t i o n  c a n  b e  r e a d i l y  c a l c u l a t e d .  
T e n  b u £ £ e r a  w e r e  t e s t e d  t o  d e t e r a i n e  t h e i r  s u i t a b i l i t y  i n  
a e t a l  t o x i c i t y  s t u d i e s  < T a b l e  I I I > .  E x p e r i a e n t a l  b u £ f e r a  
w a r e  p r e p a r e d  b y  d i l u t i n g  c o n c e n t r a t e d  s t o c k  s o l u t i o n s .  
B u f f e r s  w e r e  a l l o w e d  t o  s i t  a t  l e a s t  f o u r  h o u r s  b e f o r e  
a s s a y s  w e r e  p a r £ o r a e d .  A s a a y a  w e r e  p e r £ 6 r a e d  o v e r  a  
t w e n t y - f o u r  h o u r  p e r i o d .  
R E S U L T S  
T h e  a c t i v i t y  o f  t h e  e n z y a e  w a s  h i g h e r  i n  1  x l o -
3  
M  
T r i s  C l . 3  x 1 0 -
6  
M  p N P P  I  a i n >  t h a n  i n  a n y  0 £  t h e  s u b s e q u e n t  
b u £ f a r a  < T a b l e  I I I > .  T h e  a c t i v i t y  s h o w e d  l i t t l e  c h a n g e  
o v e r  t w e n t y - f o u r  h o u r a .  A  s e t  o f  e x p e r i a e n t a  w e r e  
p a r f o r a a d  t o  c o a p a r e  t h a  u a e  o f  E D T A  a n d  T r i s .  F o u r  
s o l u t i o n s  w e r e  t e a t e d :  1  x l o - 3  M  T r i s ,  1  x l o -
3  
M  E D T A ,  1  
x l o -
3  
M  T r i s  +  1  x i o -
6  
M  E D T A ,  a n d  1  x l o -
3  
M  T r i a  +  1  x 1 0 - S  
M  E D T A .  T h e  a c t i v i t y  _ 0 £  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a p p e a r e d  t o  
b e  i n h i b i t e d  b y  E D T A  < F i g u r e  S > .  
3 1  
T A B L E  I I I  
E N Z Y M E  B U F F E R S  T E S T E D  
C h e a i c a l  A c t i v i t y  C o a m e n t s  
c o m p o s i t i o n  < x l o -
7  
M  p N P P  / m i n >  
------------------~!m~_Q _ _ _  ~~-b£~-------------------------~ 
l x l o -
3  
M  t r i a  
l x l o - 3  M  t r i s  
l x l o -
6  
M  E D T A  
l x l o -
3  
M  t r i s  
l x l o -
5  
M  E D T A  
l x l o -
3  
M  E D T A  
l x l o -
4  
M  N a H C 0 3  
l x l o -
5  
M  E D T A  
l x l o -
8  
M  Z n C l  
l x l o -
3  
M  N a H C 0 3  
l x l o -
5  
M  E D T A  
l x l o -
8  
M  Z n C l  
l x l o -
3  
M  N T A  
l x l o -
3  
M  N a H C 0 3  
l x l o -
5  
M  N T A  
l x l o -
8  
M  Z n C l  
l x l o -
3  
M  N a H C 0
3  
l x l o -
5  
M  N T A  
l x l o -
8  
M  Z n C l  
l x l o -
3  
M  c a c 1
2  
l x l o -
3  
M  N a H C 0
3  
l x l o -
5  
M  N T A  
2 5 . 2  
1 9 . 6  
1 8 . 2  
1 1 . 3  
3 . 6  
1 4 . 0  
o . o  
1 8 . 2  
1 7 . 6  
1 8 . 1  
2 1 . 0  
1 3 . 7  
5 . 6  
3 . 9  
7 . 0  
1 6 . 8  
5 . 6  
1 6 . 8  
e q u i l i b r i u a  c o n s t a n t  n o t  
a v a i l a b l e  £ o r  A l - t r i s  
a p p a r e n t  i n h i b i t i o n  
d u e  t o  E D T A  
a p p a r e n t  i n h i b i t i o n  
d u e  t o  E D T A  
a p p a r e n t  i n h i b i t i o n  
d u e  t o  E D T A  
i o n i c  s t r e n g t h  
t o o  l o w  
Z n C l  d o e s  n o t  p r e v e n t  
E D T A  inact~vation 
N T A  s o l u t i o n  i s  n o t  
a  s u i t a b l e  b u f f e r  
e f f e c t i v e  b u f f e r  
a c t i v i t y  n o t  m a i n t a i n e d  
e £ £ e c t i v e  b u £ £ e r  
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
I  
2 0  
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t :  1 6  
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-
. . .  
u  
I  
c  1 2 .  
I l l  
I  
: &  
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N -
z  
8  
w  
4  
I -
0  
•  
I  
+  
I  
6  
•  
I  
I  
1 2  
H O U R S  
•  
e  
+  
B  
I  
1 8  
2 4  
E ! 9 Y £ 9 _ § .  T h e  a c t i v i t y  0 £  a l k a l i n e  p h o a p h a t a a e  < x l o -
7  
M  p N P P  I  a i n >  i n  £ i v e  b u £ £ e t a  o v e r  t w e n t y - £ o u r  h o u r a .  
e  - 1 x 1 0 -
3  
T r i a ,  1 x 1 0 -
6  
E D T A  I  . .  1 x 1 0 - 3  T r i •  
B  - 1 x 1 0 -
3  
T r i a ,  1 x 1 0 - S  E D T A  I  ·  1 x 1 0 - 3  E D T A  
+ - 1 x 1 o - 3  N a H C 0
3
,  1 x 1 0 ·
3  
C a C 1
2
,  1 x 1 o - S  N T A ,  1 x 1 0 -
8  
Z n C l  
3 2  
B u f f e r  A P - B  c o n t a i n e d  1  x i o -
4  
M  N a H c o
3
•  1  x 1 0 - S  M  
E D T A .  a n d  1  x i o -
8  
M  Z n C l .  T h e  a e a a u r e d  a c t i v i t y  w a s  1 . 1  
I  
x l o -
7  
M  p N N P  I  • i n .  T h i a  i a  o n l y  1 0  p e r c e n t  0 £  t h e  
a c t i v i t y  f o u n d  i n  1  x l o -
3  
T r i s .  T h e  a c t i v i t y  i n c r e a s e d  
a b o u t  s e v e n  £ o l d  t o  7  x l o -
7  
M  p N N P  I  • i n  i £  t h e  c o n c e n -
t r a t i o n  o f  N a H C 0
3  
w a s  r a i s e d  t o  1  x l o -
3  
M .  A f t e r  t h r e e  
h o u r s  t h e  a c t i v i t y  i n  t h i s  s o l u t i o n  d e c r e a s e d  b y  5 0  
p e r c e n t .  
T h e  d e c r e a s e  i n  a c t i v i t y  w a a  n o t  n o t e d  w h e n  t h e  E D T A  
3 3  
w a s  r e p l a c e d  b y  N T A .  T h e  a c t i v i t y  0 £  t h e  e n z y a e  i n  B u f f e r  
A P - D  ( 1  x i o -
3  
M  N a H C 0 3  ,  1  x l o - 5  M  N T A .  a n d  1  x l o -
8  
M  Z n C l >  
w a s  a b o u t  1 8 . 2  x i o -
7  
M  p N N P  I  m i n  a n d  r e a a i n e d  c o n s t a n t  f o r  
f o u r  d a y s .  A l t h o u g h  B u £ £ e r  A P - D  a p p e a r e d  t o  b e  s a t i s £ a c -
t o r y ,  t w o  v a r i a t i o n s  w e r e  t e s t e d .  I n  a n  a t t e a p t  t o  l o w e r  
t h e  a m o u n t  0 £  a l u m i n u m  a n d  c o p p e r  r e q u i r e d  t o  c a u a a  · e n z y m e  
i n h i b i t i o n ,  c a •
2  
w a s  t e a t e d  a s  a  c o m p e t i n g  i o n .  A l t h o u g h  
t h e  a c t i v i t y  0 £  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  i n  B u £ £ e r  A P - E  < B u £ £ e r  
A P - D  +  1  x l o -
3  
M  C a C 1
2
>  a t  t i a e  z e r o  a n d  t w o  h o u r s  w a s  
s i m i l a r  t o  t h e  a c t i v i t y  i n  B u £ £ e r  A P - D ,  i t  d r o p p e d  b y  f i f t y  
p e r c e n t  a t  s i x  h o u r s .  T h e  a c t i v i t y  c o n t i n u e d  t o  d e c r e a s e  
w i t h  t i a e  < F i g u r e  5 ) .  B u f f e r  A P - F  w a s  a  Z n C l  f r e e  v e r s i o n  
o f  A P - 0 .  T h e  a c t i v i t y  o f  t h e  e n z y m e  i n  A P - F  w a s  s i m i l a r  t o  
t h e  r e s u l t s  i n  A P - D .  
B u f f e r  A P - D  C l  x l 0 -
3  
M  N a H C 0
3  
,  1  
x l o - 5  M  N T A .  a n d  1  x l o - 8  M  Z n C l >  w a s  c h o s e n  a s  t h e  b u f f e r  
t o  u s e  i n  t h e  a l u m i n u m  a n d  c o p p e r  e x p e r i m e n t s .  
M E T H O D S  
S E C T I O N  2  
A l u a i n u a  a n d  C o p p e r  
A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  w a a  e x p o a e d  t o  t a n  a l u a i n u a -
c o p p e r  c o n c e n t r a t i o n  c o a b i n a t i o n s .  A s s a y s  w e r e  p e r f o r m e d  
o v e r  t w e n t y - f o u r  h o u r s .  T h e  a c t i v i t y  o f  t h e  e n z y m e  w a s  
c o a p a r e d  t o  b o t h  t h e  t o t a l  c o n c e n t r a t i o n  a n d  c a l c u l a t e d  
m e t a l  i o n  a c t i v i t i e s .  
3 4  
T h e  e x p e r i a e n t a l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a l u a i n u a  a n d  c o p p e r  
w e r e  O ,  2 ,  4 ,  a n d  6  x 1 0 -
5  
M .  T e n  d i £ £ e r e n t  c o a b i n a t i o n s  0 £  
t h e  t w o  a e t a l s  w e r e  t e a t e d  < T a b l e  I V > .  I n  a l l  c a s e s ,  t h e  
t o t a l  M e t a l  c o n c e n t r a t i o n  d i d  n o t  e x c e e d  6  x 1 0 -
5  
M .  S t o c k  
s o l u t i o n s  o f  A 1 C l
3  
< 1  x 1 0 - 2  M >  a n d  C u s o
4  
< 5  x 1 0 - 2  M >  w e r e  
a d d e d  t o  1 0 0  a i l l i l i t e r a  o f  t h e  b u f f e r  t o  a a k e  e a c h  
c o n c e n t r a t i o n  c o a b i n a t i o n .  T h e  p H  0 £  e a c h  s o l u t i o n  w a s  
a e a a u r e d  < O r i o n  R e s e a r c h ,  I o n a l y z e r  4 0 4 >  a n d  a d J U s t e d  t o  
7 . 7  w i t h  0 . 1  M  N a O H .  T h e  s o l u t i o n s  w e r e  a l l o w e d  t o  a i t  £ o r  
1 2  h o u r  b e f o r e  t h e  e n z y a e  a s s a y .  1 0  a l  o f  e a c h  M e t a l  
c o M b i n a t i o n  w a s  p l a c e d  i n  3 0  a l  p o l y c a r b o n a t e  t u b e s .  A t  
t i a e  z e r o ,  0 . 1  a l  o f  t h e  e n z y a e - T r i s  s o l u t i o n  w a s  a d d e d  t o  
e a c h  t u b e .  A s a a y a  w e r e  p e r f o r a e d  a t  t i a e  z e r o ,  2  h o u r s ,  8  
h o u r s ,  a n d  t w e n t y  f o u r  h o u r s .  
C o p p e r  i s  t h o u g h t  t o  i n h i b i t  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  b y  
d i s p l a c i n g  t h e  n a t i v e  z i n c  i o n .  T h e  r e s u l t  o f  c o a p e t i t i o n  
b e t w e e n  t h e  t w o  a e t a l s  s h o u l d  d e p e n d  o n  t h e  r e l a t i v e  
a c t i v i t i e s  o f  c o p p e r  a n d  z i n c .  T h e  z i n c  c o n c e n t r a t i o n  i n  
c o p p e r  
x  l o -
5  
T A B L E  I V  
A C T I V I T Y  O F  A L K A L I N E  P H O S P H A T A S E  A F T E R  
T W E N T Y - F O U R  H O U R S  E X P O S U R E  T O  
A L U M I N U M  A N D  C O P P E R  
a l u • i n u m  
experiment!~ d e t e r • i n e d  a c t i v i t y  
x  l o -
5  
x  1 0 - M  p N P P  I  m i n  
3 5  
--H----------H--------~------------------------------------
0  
0  
1 7 . 2  1 7 . 6  1 5 . 8  
1 5 . 8  
2  
0  1 4 . 0  1 2 . 6  1 3 . 2  1 0 . 2  
4  
0  
5 . 6  
6 . 0  1 0 . 6  
8 . 4  
6  0  3 . 6  
3 . 6  4 . 2  3 . 2  
0  
2  1 7 . 6  1 6 . 8  1 6 . 2  1 6 . 8  
2  2  7 . 0  6 . 0  6 . 4  
6 . 4  
4  
2  
6 . 4  
4 . 6  4 . 6  4 . 6  
0  
4  1 6 . 2  
1 5 . 8  1 4 . 0  1 4 . 8  
2  4  
6 . 4  6 . 4  8 . 4  8 . 4  
0  6  
1 4 . 8  1 5 . 8  1 3 . 5  
1 0 . 2  
3 6  
t h e  a l u m i n u m - c o p p e r  b u f f e r s  d i s c u s s e d  a b o v e  w a s  r a i s e d  f r o a  
1  x i o - 8  M .  t o  1  x i o - 6  M .  A f t e r  t w e n t y - f o u r  h o u r s  e x p o s u r e  
t o  i n c r e a s e d  z i n c ,  t h e  a s s a y s  w e r e  r e p e a t e d .  T h e  r e s u l t s  
o b t a i n e d  a t  t h e  t w o  z i n c  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  c o a p a r a d .  
T h e  c h e a i c a l  s p e c i a t i o n  f o r  e a c h  a a a p l e  w a s  e s t i a a t a d  
u s i n g  a  P a s c a l  v e r s i o n  0 £  M I C R O Q L  < W e s t a l l  1 9 8 5 > .  T h e  
p r o g r a m  w a s  r u n  o n  a  Z e n i t h  1 5 1  P C  < Z e n i t h  d a t a  s y s t e m s > .  
A  m a t r i x  < T a b l e  V >  w a s  s e t  u p  f o r  t h e  c o m p o n e n t  o f  t h e  
b u f f e r .  T h e  s t a b i l i t y  c o n s t a n t s  u s e d  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  
M I N E Q L  p r o g r a a  d a t a  f i l e  < W e s t a l l  e t  a l  1 9 7 6 > .  
R E S U L T S  
F o u r  d a t a  s e t s  w e r e  a v a i l a b l e  f o r  e a c h  m e t a l  c o n c e n -
t r a t i o n  c o m b i n a t i o n  < T a b l e  I V > .  T h e  d i f f e r e n c e  i n  a c t i v i t y  
b e t w e e n  d a t a  s e t s  w a s  u s u a l l y  l e a s  t h a n  2  x i o -
7  
M  p N P P  I  
m i n .  A n  e x c e p t i o n  w a s  t h e  s a m p l e  w i t h  4  x l o - 5  M  c o p p e r :  
t h e  d a t a  b e t w e e n  t h e  e x p e r i m e n t a l  r u n s  d i f f e r e d  b y  S  x i o -
7  
M  p N P P  I  m i n  < r a n g e :  S . 6  - 1 0 . 6  x l 0 -
7  
M  p N P P  I a i n ) .  T h e  
s t u d y  w a s  r e p e a t e d  £ o r  a l l  t h e  s a a p l e s  c o n t a i n i n g  o n l y  
c o p p e r .  T h e  a c t i v i t y  d e t e r m i n e d  a t  4  x i o - 5  M  c o p p e r  < 4 . 9  &  
7 . 3  x l 0 -
7  
M  p N P P  I  m i n >  s u g g e s t s  t h e  l o w e r  a c t i v i t i e s  w e r e  
m o r e  a c c u r a t e .  
I n d i v i d u a l l y  a l u m i n u m  a n d  c o p p e r  p r o d u c e d  d i f f e r e n t  
e f f e c t s  o n  t h e  a c t i v i t y  0 £  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  < T a b l e  V I > .  
T h e  p r e s e n c e  0 £  c o p p e r  l e d  t o  a n  i m m e d i a t e  i n h i b i t i o n  0 £  
t h e  e n z y m e .  
L i n e a r  r e g r e s s i o n  a n a l y s i s  i n d i c a t e s  t h a t  
T A B L E  V  
C H E M I C A L  C O M P O N E N T S ,  S P E C I E S ,  A N D  
S T A B I L I T Y  C O N S T A N T S  U S E D  
I N  M I C R O Q L  
C o a p o n e n t s - N T A ,  z n • 2 ,  A l + 3 ,  c u • 2 ,  H +  
_§e~s!~§ _ _ _ _ _ _ _ _ _  K  _§e~s!~§ _ _ _ _ _ _ _ _ _  K  
N T A  
o . o  
N T A - H  
1 0 . 4 1  
- N T A - H
2  
1 3 . 5 5  N T A - H
3  
1 5 . 7 2  
Z n  
o . o  
Z n  O H  
- 9 . 5 3  
Z n - N T A  
1 2 . 2 2  Z n - N T A
2  
1 4 . 1 1  
C u  o . o  C u  O H  - 7 . 8 4  
C u - N T A  
1 4 . 3 2  C u O H - N T A  
4 . 7 8  
C u - N T A
2  
1 7 . 0 1  A l  
o . o  
A l - N T A  
1 4 . 5 3  A l O H - N T A  
9 . 1 6  
A l  O H  - 4 . 5 6  
A l - N T A
2  
2 0 . 5 3  
O H  
- 1 4 . 0 0  
3 7  
c o p p e r  
a c t i v i t y  
x  1 0 -
5  
T A B L E  V I  
A C T I V I T Y  O F  A L K A L I N E  P H O S P H A T A S E  
A T  T E N  A L U M I N U M - C O P P E R  
C O N C E N T R A T I O N S  
a l u m i n u m  
p c u •
2  
p A 1 +
3  
a c t i v i t y  
x  1 0 -
5  
t i m e  0  
3 8  
2 4  h r  
- - H - - - - - - - - - - H - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
0  0  .  
.  1 5 . 5  
1 6 . 6  
2  0  
S . 2 4  
.  1 1 . 3  
1 2 . 6  
4  
0  
4 . 7 6  
.  1 1 . 2  
5 . 8  
6  0  4 . 5 4  
.  
9 . 5  
3 . 7  
0  
2  
- . -
8 . 1 4  1 6 . 4  1 6 . 8  
2  2  s . 1 1  
7 . 9 2  
1 4 . 4  6 . 5  
4  
2  
4 . 7 4  7 . 8 8  1 1 . 6  4 . 7  
0  
4  
.  7 . 6 6  
1 7 . 0  1 5 . 2  
2  
4  
5 . 0 6  
7 . 6 0  1 4 . 8  7 . 4  
0  
6  
.  7 . 4 4  1 6 . 2  1 3 . 0  
a c t i v i t y  =  x  1 0 - ?  M  p N P P  I  a i n  
3 9  
t h e  a c t i v i t y  r a t •  d • c r e a a e a  0 . 9 2  x  1 0 -
7  
M  p N P P  I  • i n  p e r  1  
x l o -
5  
M  c o p p • r  < r 2 • 0 . 8 8 > .  T h e  i n h i b i t i o n  i n c r • a s e d  w i t h  
t i a e  a o  t h a t  b y  t w e n t y - £ o u r  h o u r s  t h e  e n z y a e  a c t i v i t y  
c o a p a r e d  t o  c o n t r o l  1 •  l o w • r  b y  2 . 2  x  1 0 -
7  
M  p N P P  I  a i n  p e r  
1  x  1 0 - 5  M  c o p p • r  < r 2 = 0 . 9 7 > .  
T h e  e x p e r i a e n t a l  c o n c e n t r a t i o n s  0 £  a l u a i n u a  d i d  n o t  
i • • • d i a t e l y  i n h i b i t  t h e  a c t i v i t y  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e .  
A t  t i a e  z e r o .  e n z y a e  a c t i v i t y  a p p e a r e d  t o  i n c r e a s e  s l i g h t l y  
w i t h  a l u a i n u a  c o n c e n t r a t i o n .  b u t  w i t h  a  r 2  v a l u e  0 £  0 . 5 5  
t h i s  w a s  n o t  a i g n i £ i c a n t .  A £ t a r  t w e n t y - f o u r  h o u r s ,  t h e  
a c t i v i t y  0 £  t h e  a n z y a a  d e c r e a s e s  0 . 4  x l o -
7  
M  p N P P  I  a i n  
p e r  1  x i o -
5  
a l u a i n u a  < r 2 • 0 . 7 3 > .  T h i a  i s  o n l y  a b o u t  o n e  
£ i £ t h  t h e  d e c r e a s e  c a u s e d  b y  t h e  s a a e  a m o u n t  0 £  c o p p e r .  
T h e  e £ f e c t  0 £  i n c r e a s i n g  a l u m i n u a  a t  a  s e t  c o p p e r  
c o n c e n t r a t i o n  c h a n g e d  w i t h  t i m e .  
F o r  e x a 1 1 p l e ,  
i £  t h e  
c o p p e r  w a a  2  x i o - 5  M .  
a n  i n c r e a s e  0 £  a l u m i n u m  l e d  t o  a n  
a c t i v i t y  i n c r e a s e  o f  0 . 8  x  1 0 - 7  M  p N P P  I  a i n  p e r  1  x i o - 5  M  
a t  t i m e  z e r o  
< r
2
= 0 . 8 5 > .  
T h e  a l u a i n u a  a a y  p r o t e c t  t h e  
e n z y a e  £ r o 1 1  i a a a d i a t e  c o p p e r  i n h i b i t i o n .  A £ t e r  t w e n t y - f o u r  
h o u r s .  a n  i n c r e a s e  i n  a l u m i n u a  l e d  t o  a n  i n h i b i t i o n  s i m i l a r  
t o  a n  i n c r e a s e  i n  c o p p e r  •  T h e  a c t i v i t y  d r o p p e d  1 . 1 4  x  1 0 -
· 7  M  p N P P  I  • i n  p e r  1  x i o -
5  
M  a l u a i n u a  < F i g u r e  6 > .  T h e  
i n h i b i t i o n  i •  4 0 0  p e r c e n t  g r e a t e r  t h a n  c a u s e d  b y  a l u a i n u a  
a l o n e .  
A n  a n a l y s i s  0 £  a l l  t h e  d a t a  i n d i c a t e s  t h a t  a l k a l i n e  
p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  i s  r e l a t e d  < r
2
= 0 . 7 8 >  t o  c u p r i c  i o n  
I  I  
0  
1  
I  I  I  
2  
3  
4  
A L U M I N U M  
x 1 0 - I  M  
I  I  
5  6  
E i 9 Y £ 9 _ § .  T h e  a c t i v i t y  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  < x i o -
7  
M  
p H P P  I  • i n >  ~· a  £ u n c t i o n  0 £  a l u a i n u a  c o n c e n t r a t i o n  i n  
t h e  p r e s e n c e •  a n d  a b s e n c e s  0 £  c o p p e r .  
I  - n o  c o p p e r  
8  - 2  x 1 0 - 5  K  c o p p e r  
4 0 r  
1 6  . .  
.  >  
t 2 L  
t :  
e  
t  
. . .  
u  
c  
I l l  
S r  
: E  
>  
e  
_ N  
z  
e  
w  
e  
4~ 
e  
e  
I  
I  
I  I  
4 . 5  
4_~ 7 5  
5  5 . 2 5  
p C U  
f i g Y E 9 - Z ·  T h •  a c t i v i t y  0 £  a l k a l i n e  p h o a p h a t a • •  < x 1 o -
7  
M  
p N P P  I a i n >  • • a  £ u n c t i o n  0 £  c u p r i c  i o n  a c t i v i t y  < p C u > .  
4 1  
•  
1 2  . .  
> - . u  
c  c :  . .  
~N 
. . .  ; E -
u .  9  . .  
c · .  -
.  . . ,  0  
:I~ . .  
, .  -~ 
N  . -
z  
w  · 4  . .  
1 1 1 9  
I  
e  
e  
9 8  
. .  
e  
• •  
e  
e  - e  
I  
I  
I  
I  
I  
4  
8  
1 2  
E N Z Y M E  A C T I V I T Y  
1 x 1  o - a  .  M - Z l n c  
I  
E ! 9 Y E 9 _ § .  A  e~aperiaon o f  a l k a l i n e  p h o a p h a t a a e  
a c t i v i t y  < x l O - M  p N P P  I  a i n >  a t  t w o  z i n c  
e o n c : e n t r e t i o n a .  
.  4 2  
4 3  
c o n c e n t r a t i o n  •  I £  t h a  q u e s t i o n a b l e  d a t a  d i s c u s s e d  i n  t h e  
f i r s t  p a r a g r a p h  o f  t h i a  s e c t i o n  i a  i g n o r e d  < a c t i v i t y  o f  
1 0 . 6  x  1 0 -
7  
M  p N P P  I  a i n  a t  4  x l o - 5  M  c o p p e r > ,  t h •  r
2  
v a l u e  
i n c r a a a e a  t o  0 . 8 5  < F i g u r e  6 > .  T h e  a c t i v i t y  o f  a l k a l i n e  
p h o s p h a t a s e  d r o p s  1 0 . 4  x  1 0 -
7  
M  p N P P  I  m i n  p a r  o n e  u n i t  
c h a n g e  i n  p C u  < p C u  =  5  ± O . S > .  
T h e  e n z y a e  a c t i v i t y  a t  v a r i o u s  a l u a i n u a  a n d  c o p p e r  
c o n c a n t r a t i o n a  w a s  c o a p a r a d  b e t w e e n  t w o  e x p e r i a e n t a  w i t h  
t h e  a a a a  z i n c  c o n c e n t r a t i o n  < 1  x i o -
8  
M >  a n d  t w o  e x p e r i a e n t a  
w i t h  a  1 0 0 x  d i £ £ e r e n c e  i n  a d d e d  z i n c  c o n c e n t r a t i o n s  < F i g u r e  
8 > .  A t  t i a e  z e r o ,  t h e  r e l a t i v e  a c t i v i t y  o f  t h e  e n z y a e  
e x p o s e d  t o  c o p p e r  w a s  g r e a t e r  i n  t h e  s o l u t i o n  w i t h  h i g h e r  
z i n c .  T h e  d i f f e r e n c e  a v e r a g e d  a b o u t  t a n  p e r c e n t  0 £  t h e  
c o n t r o l  r a t e .  A f t e r  t w e n t y - f o u r  h o u r s ,  t h e  r a t e  a t  a l l  
c o p p e r  a n d  a l u a i n u a  c o n c e n t r a t i o n •  w a a  h i g h e r  i n  t h e  b u f f e r  
w i t h  a o r e  z i n c ,  b u t  t h e  r e l a t i v e  i n h i b i t i o n  c a u s e d  b y  t h e s e  
a e t a l a  w a a  t h •  a a • • ·  
S E C T I O N  3  
Z i n c  C h e a i a t r y  
T h e  r e a u l t a  o b t a i n e d  i n  s e c t i o n  o n e  a n d  t w o  a u g g e a t a d  t h a t  
t h e  b u f f e r  s o l u t i o n  u a e d  c o n t a i n e d  a o a e  z i n c  a s  a  
c o n t a a i n a n t .  N i t r i l o t r i a c e t i c  a c i d  < N T A > ,  a  c o a p o n e n t  o f  
t h e  e n z y m e  b u f f e r ,  c o a p e t e a  a s  a  l i g a n d  w i t h  a l k a l i n e  
p h o s p h a t a s e  f o r  z i n c  < C o h e n & .  W i l s o n  1 9 6 6 ) .  I f  t h e  z i n c  
i o n  c o n c e n t r a t i o n  o f  a  s o l u t i o n  i a  l o w  e n o u g h ,  N T A  c a n  
T i m e  
0  
0  
3 0  1 1 i n  
3 0  1 1 i n  
6  h r s  
6  h r s  
2 0  h r s  
2 0  h r s  
T A B L E  V I I  
R E A C T I V A T I O N  O F  A L K A L I N E  P H O S P H A T A S E  
A F T E R  Z I N C  A D D I T I O N  
Z i n c  
l x l o - 8  
l x l o - 7  
1 x 1 0 - 8  
1 x 1 0 - 7  
1 x 1 0 - 8  
l x l o - 7  
1 x 1 0 - 8  
1 x 1 0 - 7  
E n z y • e  
A c t i v i t y  
1 7 . 9  
1 7 . 9  
3 . 9  
8 . 0  
o . o  
4 . 2  
o . o  
4 . 9  
+ 1 0  • i n  + 1  h o u r  + 4  h o u r s  
< - - t i a e  a f t e r  z i n c  a d d i t i o n - - >  
- . -
- . -
1 1 . 6  1 2 . 3  
1 3 . 3  
1 2 . 3  1 4 . 0  
1 5 . 0  
1 0 . 9  1 3 . 7  1 5 . 4  
9 . 5  1 1 . 2  1 4 . 0  
1 0 . 9  1 4 . 0  
1 3 . 7  
8 . 1  1 0 . 9  
1 1 . 6  
a c t i v i t y  =  x l o -
7  
M  p N P P  I  m i n  
4 5  
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t :  
>  
1 1  
- .  
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u  
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I l l  
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Z
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1 . 5  
6  
7 -
2 0  
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H O U R S  
f ! S Y £ 9 - 2 ·  A l k a l i n e  p h o a p h a t a a e  w e a  e x p o a e d  t o  a  l o w  
z i n c  < 1  x 1 0 - 8  M >  b u f f e r .  T h e  a c t i v i t y  d e c r e a a e d  w i t h  
t i • • ·  A t  3 0  a i n u t e a .  6  h o u r •  a n d  2 4  h o u r s  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  z i n c  w a a  i n c r e a a e d  t o  1  x l o -
8  
M  a n d  
t h e  r e c o v e r y  o f  a c t i v i t y  w a a  a o n i t o r e d .  
•  - - - - •  - a c t i v i t y  i n  l o w  z i n c  b u f £ e r  
l : J .  ~- ~ctivity a £ t e r  i n c r • • • •  i n  
z i n c  concentrati~n 
4 6  
4 7  
t o  1  x l o -
6  
M .  T h e  r e c o v e r y  o f  a c t i v i t y  w a s  d e t e r • i n e d  
a t t e n  a i n u t e s ,  o n e  h o u r ,  a n d  £ o u r  h o u r s  a £ t e r  z i n c  a d d i t i o n  
< F i g u r a  g ) .  
R E S U L T S  
T h e  u a e  0 £  c h a l e x  t r e a t e d  N a
2
c o
3  
d i d  a l t e r  t h e  c h a r -
a c t e r i s t i c s  0 £  t h e  b u £ £ e r .  I t  w a a  n e c e s s a r y  t o  a d d  z i n c  t o  
t h e  s o l u t i o n  t o  m a i n t a i n  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y .  
W i t h  a  z i n c  c o n c e n t r a t i o n  0 £  2  x i o -
8  
M ,  t h e  e n z y m e  a c t i v i t y  
d r o p p e d  £ r o a  1 7 . 9  x i o -
7  
M  p N P P  I  a i n  a t  t i a e  z e r o  t o  3 . 9  
x i o -
7  
M  p N P P  I  • i n  a f t e r  t h i r t y  m i n u t e s .  N o  a c t i v i t y  w a a  
d e t e c t e d  a £ t e r  s i x  h o u r s .  
I n  " n o n - c h e l e x e d "  b u £ £ e r ,  t h e  
a c t i v i t y  w a s  c o n s i s t e n t  £ o r  £ o u r  d a y s .  
R e a c t i v a t i o n  0 £  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  c o u l d  o c c u r  
t w e n t y  h o u r s  a f t e r  z i n c  w a s  s t r i p e d  £ r o m  t h e  e n z y m e  < T a b l e  
V I I > .  T h e  a c t i v i t y  0 £  e n z y m e  e x p o s e d  t o  1  x i o - 8  a n d  1  
x i o -
7  
M  z i n c  w o u l d  i n c r e a s e  i £  t h e  z i n c  c o n c e n t r a t i o n  w a s  
r a i s e d  t o  1  x i o -
6  
M  < F i g u r e  9 > .  A b o u t  a e v a n t y - £ i v e  p e r c e n t  
o f  t h e  r e a c t i v a t i o n  w o u l d  o c c u r  w i t h i n  t e n  m i n u t e s  0 £  z i n c  
a d d i t i o n .  T h e  a c t i v i t y  c o n t i n u e d  t o  i n c r e a s e  o v e r  £ o u r  
h o u r s .  
D I S C U S S I O N  
T r i s  i s  t h e  r e c o m m e n d e d  b u £ £ e r  £ o r  a l k a l i n e  
p h o s p h a t a s e  a s a a y a  b e c a u s e  0 £  i t s  w e a k  z i n c  b i n d i n g  
s t r e n g t h .  A l t h o u g h  t h e  a c t i v i t y  w a s  t h e  g r e a t e s t  i n  T r i s ,  a  
d e p e n d a b l e  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t  b e t w e e n  t h e  c h e l a t o r  a n d  
4 8  
a l u a i n u •  i s  n o t  a v a i l a b l e .  E D T A  w a s  n o t  u s e d  b e c a u a e  t h e  
a c t i v i t y  0 £  a l k a l i n e  p h o a p h a t a a e  c o u l d  n o t  b e  a a i n t a i n e d  i n  
t h e  p r e s e n c e  o f  t h i a  c h e l a t o r .  E D T A  a a y  a c t  t o  i n h i b i t  t h e  
e n z y • •  b y  c o a p e t i n g  £ o r  t h e  z i n c  i o n .  
T h e  c o a b i n a t i o n  0 £  N a H c o
3  
< 1  x l o -
3  
M >  a n d  N T A  < 1  x 1 0 - S  
M >  w a a  t h e  b u £ £ e r  c h o s e n  £ o r  t h e  a e t a l  t o x i c i t y  s t u d i e s .  
T h e  N a H C 0
3  
a a i n t a i n e d  p H  < - 7 . 7 >  a n d  s e t  t h e  i o n i c  s t r e n g t h .  
H T A  £ u n c t i o n e d  a s  t h e  o r g a n i c  c o a p l e x i n g  a g e n t .  T h e  
e q u i l i b r i u •  b e t w e e n  N T A - a n d  t h e  a e t a l s  z i n c ,  a l u a i n u a  a n d  
c o p p e r  w e r e  a v a i l a b l e  < S a i t h  a n d  M a r t e l l  1 9 7 5 > ,  a a k i n g  i t  
p o s s i b l e  t o  e a t i a a t e  c h e a i c a l  i n t e r a c t i o n s  a n d  m e t a l  
s p e c i a t i o n .  
T h i s  r e s e a r c h  i a  b a a e d  o n  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  a n  
i n c r e a s e  i n  alu~i~um c o n c e n t r a t i o n  l e a d s  t o  l o s a  0 £  a q u a t i c  
o r g a n i a m a .  M y  h y p o t h e s i s  i a  t h a t  t h e  e £ £ e c t  0 £  t h e  
a l u m i n u m  i s  d u e  t o  i t a  i n t e r a c t i o n  w i t h  t h e  a e t a l  c h e a i s t r y  
0 £  t h e  a y s t e a .  T h e  re~ulta 0 £  t h i s  e x p e r i m e n t  i n d i c a t e  
t h a t  t h e  t o x i c i t y  0 £  a l u a i n u m  i s  d e p e n d e n t  o n  c o p p e r .  I n  
t h e  a b s e n c e  0 £  c o p p e r ,  t h e  r a t e  0 £  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  
a c t i v i t y  d r o p p e d  2 . 3  p e r c e n t  p e r  l  x i o -
5  
M  r i s e  i n  
a l u a i n u a .  T h e  r a t e  a t  6  x  i o - S  M  a l u m i n u m  w a s  e i g h t y - f i v e  
p e r c e n t  0 £  c o n t r o l  a £ t e r  t w e n t y - £ o u r  h o u r s .  W i t h  c o p p e r  
p r e s e n t ,  t h e  e f f e c t  o f  i n c r e a s i n g  a l u m i n u m  w a s  a i a i l a r  t o  
i n c r e a s i n g  c o p p e r .  A  c o p p e r  c o n c e n t r a t i o n  o f  2  x l o - 5  M  
a a g n i £ i e d  t h e  e £ £ e c t  0 £  i n c r e a s i n g  a l u a i n u a  b y  4 0 0  p e r c e n t  
< F i g u r e  6 > .  
4 9  
A l k a l i n e  p h o a p h a t a a a  a c t i v i t y  w a a  f o u n d  t o  r e l a t e  t o  
b o t h  t h •  t o t a l  c o p p e r  c o n c e n t r a t i o n  a n d  c u p r i c  i o n  
a c t i v i t y .  T h i a  a a y  b e  d u e  t o  t h e  h i g h  c o p p e r  c o n c e n t r a t i o n  
r e q u i r e d  t o  i n a c t i v a t e  t h e  a n z y a e .  I £  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  
a e t a l  i s  g r e a t e r  t h a n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  c h e l a t o r .  t h e  
f r e e  m e t a l  c o n c e n t r a t i o n  i s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  t o t a l  
a e t a l .  
R u e t e r  < 1 9 8 3 >  f o u n d  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  t o  
r e l a t e  o n l y  t o  t h e  c u p r i c  i o n .  H e  a l s o  f o u n d  t h e  e f f e c t i v e  
c o n c e n t r a t i o n  t o  b e  m u c h  l e a s  < p C u  =  1 0  % 2  v s .  S  % 0 . S > .  
R u e t e r  p e r f o r m e d  h i s  e x p e r i m e n t s  i n  1  x l o -
3  
M  T r i s .  A t  
t h a t  c h e l a t o r  c o n c e n t r a t i o n .  t h e  e £ f e c t a  0 £  t o t a l  c o p p e r  
a n d  t h e  c u p r i c  i o n  c o u l d  b e  s e p a r a t e d  s i n c e  a  g r e a t e r  
c h a n g e  i n  t o t a l  c o p p e r  i s  n e c e s s a r y  t o  c h a n g e  t h e  a c t i v i t y  
o f  t h e  c u p r i c  i o n .  Z i n c  c o n t a m i n a t i o n  m a y  b e  i n v o l v e d  i n  
t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  i n  e a c h  s t u d y  < R u e t e r .  p e r s .  c o m m > .  
T h e  d i f f e r e n c e  i n  r e s u l t s  i n d i c a t e s  t h e  i m p o r t a n c e  o f  t h e  
s o l u t i o n  c h e m i s t r y  i n  t r a c e  m e t a l  s t u d i e s .  
A n  u n e x p e c t e d  r e s u l t  w a s  t h e  a p p a r e n t  p r o t e c t i v e  
e £ £ e c t  o f  a l u m i n u m  a t  t i m e  z e r o .  T h e  a c t i v i t y  l e v e l  0 £  t h e  
e n z y m e  e x p o s e d  t o  i n h i b i t o r y  l e v e l s  o f  c o p p e r  i n c r e a s e d  
w i t h  a l u m i n u m  c o n c e n t r a t i o n .  T h i s  e £ £ e c t  w a s  n o  l o n g e r  
o b s e r v e d  a f t e r  t w o  h o u r s .  A  p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  i s  a  
k i n e t i c  e £ £ e c t .  B o t h  a l u m i n u m  a n d  c o p p e r  c a n  b i n d  t o  a  
s p e c i f i c  s i t e  o n  t h e  e n z y m e .  T h e  b i n d i n g  o f  c o p p e r  l e a d s  
t o  i n h i b i t i o n  w h i l e  t h e  b i n d i n g  0 £  a l u m i n u m  h a s  l i t t l e  
e f f e c t .  A t  t i m e  z e r o .  a l u m i n u m  b i n d i n g  p r e v e n t s  c o p p e r  
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i n h i b i t i o n .  A t  h i g h e r  a l u a i n u a  c o n c e n t r a t i o n s  a o r e  o f  t h e  
e n z y a e  i s  p r o t e c t e d .  O v e r  t i • e  c o p p e r  c a n  d i s p l a c e  t h e  
a l u a i n u a  f r o •  t h e  e n z y a e  s o  t h e  e f f e c t  i s  n o t  o b s e r v e d  a t  
t w o  h o u r s .  
C o p p e r  a a y  i n h i b i t  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  b y  d i s p l a c i n g  
t h e  n a t i v e  z i n c  < F o y  e t  a l  1 9 7 8 ) .  T h e  r e s u l t s  o f  t h i s  
e x p a r i a e n t  d o  n o t  s u p p o r t  o r  r e f u t e  t h i s  h y p o t h e s i s .  T h e  
i n h i b i t i o n  a p p e a r s  t o  o c c u r  i n  t w o  s t e p s .  T h e r e  i s  a n  
i n i t i a l  i n h i b i t i o n  w h i c h  i s  e v i d e n t  i n  t h e  t i a a  z e r o  a s s a y s  
< T a b l e  V I > .  T h e r e  i s  a l s o  a n  a d d i t i o n a l  s l o w  d e c r e a s e  i n  
a c t i v i t y  o v e r  t i a e .  A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  c o n t a i n s  2  t o  6  
z i n c  i o n s  p e r  a o l e c u l e  < C o l e m a n  a n d  G e t t i n s ,  1 9 8 3 ) .  T h e  
a f f i n i t i e s  o f  t h e  b i n d i n g  s i t e s  f o r  t h e  z i n c  v a r y .  T h e  
i n i t i a l  i n h i b i t i o n  m a y  b e  d u e  t o  c o p p e r  d i s p l a c i n g  a  w e a k l y  
b o u n d  z i n c  o r  b i n d i n g  t o  a n o t h e r  s i t e  o n  t h e  e n z y a e .  T h e  
s l o w  c o n t i n u e d  i n a c t i v a t i o n  a a y  b e  c a u a e d  b y  t h e  
i n t e r a c t i o n  o f  t h e  c o p p e r  w i t h  a  m o r e  t i g h t l y  b o u n d  z i n c  
i o n .  I f  t h e  i n h i b i t i o n  i s  c a u s e d  b y  d i s p l a c e m e n t ,  
i n c r e a s i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  z i n c  s h o u l d  p r o t e c t  t h e  
e n z y m e  b y  i n c r e a s i n g  t h e  p r o b a b i l i t y  o f  z i n c  b i n d i n g .  T h e  
o b s e r v a t i o n  t h a t  i n c r e a s i n g  t h e  z i n c  c o n c e n t r a t i o n  l e a d s  t o  
g r e a t e r  e n z y m e  a c t i v i t y ,  b u t  d o e s  n o t  p r o t e c t  t h e  e n z y m e  
f r o m  c o p p e r  i n a c t i v a t i o n  m a k e s  i t  h a r d  t o  p r e d i c t  w h e t h e r  
t h e  i n a c t i v a t i o n  i a  d u e  t o  t h e  d i s p l a c e m e n t  o f  t h e  n a t i v e  
m e t a l .  T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  t h e r e  i s  m o r e  z i n c  i n  t h e  
b u f f e r  s o l u t i o n  t h a n  e x p e c t e d .  T h i s  i s  s u p p o r t e d  b y  t h e  
o b s e r v a t i o n  t h a t  t h e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  e n z y m e  i n  t h e  
b u £ £ e r  c h a n g e d  a f t e r  t h e  s o l u t i o n  w a s  p a s s e d  t h r o u g h  a  
c a t i o n  e x c h a n g e  c o l u m n .  
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C o h e n  a n d  W i l s o n  ( 1 9 6 6 >  s t a t e  t h a t  N T A  w i l l  s t r i p  z i n c  
£ r o m  i s o l a t e d  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  i £  t h e  z i n c  c o n c e n -
t r a t i o n  i s  l o w .  I n  t h e  c h e l e x  t r e a t e d  b u £ £ e r ,  a  z i n c  
c o n c e n t r a t i o n  0 £  g r e a t e r  t h a n  1  x l o -
6  
M  i s  r e q u i r e d  t o  
p r e v e n t  N T A  i n a c t i v a t i o n .  T h e  i n h i b i t i o n  c a u s e d  b y  z i n c  
r e m o v a l  c a n  b e  r e v e r s e d  f o r  a t  l e a s t  t w e n t y  h o u r s  i f  t h e  
z i n c  c o n c e n t r a t i o n  i s  i n c r e a s e d .  T h e  r e v e r s i b i l i t y  0 £  z i n c  
b i n d i n g  t o  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a l l o w s  z i n c  t o  b e  m o d e l e d  
a s  a  c o - £ a c t o r  0 £  t h e  e n z y m e  < C h a p  V > .  
C O N C L U S I O N  
T h e  e £ £ e c t  0 £  a l u m i n u m  o n  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  
a c t i v i t y  i s  d e p e n d e n t  o n  c o p p e r .  
I n  t h e  p r e s e n c e  o f  
c o p p e r ,  a n  i n c r e a s e  i n  a l u m i n u m  c o n c e n t r a t i o n  l e a d s  t o  
e n z y m e  i n a c t i v a t i o n .  A l u m i n u m  a l o n e  h a s  l i t t l e  e f f e c t .  
T h i s  s u p p o r t s  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  a q u a t i c  m e t a l  c h e m i s t r y  
i s  i m p o r t a n t  i n  d e t e r m i n i n g  t h e  e n v i r o n m e n t a l  e f f e c t  o f  
i n c r e a s i n g  a l u m i n u m .  
T h e  a c t i v i t y  0 £  t h e  e n z y m e  w a s  r e l a t e d  t o  b o t h  t h e  
t o t a l  c o p p e r  a n d  c u p r i c  i o n  c o n c e n t r a t i o n s .  T h e  r e s u l t  
·  v a r i e d  f r o m  t h e  p r e d i c t i o n  t h a t  f r e e  c u p r i c  i o n  a c t i v i t y  
w a s  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  c h e m i c a l  f a c t o r .  T h i s  m a y  b e  d u e  t o  
t h e  e x p e r i m e n t a l  m e t a l  c o n c e n t r a t i o n s  b e i n g  g r e a t e r  t h a n  
t h e  c h e l a t o r  c o n c e n t r a t i o n .  
C H A P T E R  I V  
A L K A L I N E  P H O S P A T A S E  A C T I V I T Y  I N  S C E N E D E S M U S  C U L T U R E :  
I N T E R A C T I O N S  O F  A L U M I N U M  A N D  C O P P E R  
I N T R O D U C T I O N  
T h i s  r e s e a r c h  h a s  s h o w n  t h a t  t h e  a q u a t i c  c h e a i s t r y  0 £  
a l u m i n u m  a n d  c o p p e r  i n £ l u a n c e a  t h e  g r o w t h  r a t e  0 £  
S c e n a d e a m u s  g u a d r i c a u d a  < C h a p t e r  I I >  a n d  t h e  a c t i v i t y  0 £  
i s o l a t e d  b a c t e r i a l  a l k a l i n e  p h o a p h a t a a e  < C h a p t e r  I I I > .  I n  
t h i s  c h a p t e r  t h e  e f f e c t  0 £  t h a  M e t a l s  o n  t h e  a c t i v i t y  0 £  
a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  £ r o a  S c a n e d e s a u a  i s  i n v e s t i g a t e d .  
A l g a e  s y n t h e s i z e  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  i n  r e s p o n s e  t o  
p h o s p h a t e  l i m i t a t i o n .  T h e  e n z y a e ,  a  n o n a p e c i £ i c  p h o a p h o -
m o n o e s t e r a s e  < C o l e m a n  a n d  G e t t i n a  1 9 8 3 > ,  a l l o w s  t h e  c a l l a  
t o  u t i l i z e  d i s s o l v e d  o r g a n i c  p h o s p h a t e  C O O P >  a s  a  
p h o s p h o r u s  s o u r c e .  B a c t e r i a  m a y  b e  a b l e  t o  o u t c o a p e t e  
a l g a e  £ o r  t h e  u p t a k e  0 £  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e ,  m a k i n g  D O P  t h e  
p r i m a r y  s o u r c e  0 £  p h o s p h o r u s  £ o r  p h y t o p l a n k t o n  < C u r r i e  a n d  
K a l £ t  1 9 8 4 > .  
A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  i s  £ o u n d  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  c e l l  
a e a b r a n a  C K u e n z l e r  a n d  P e r r a s  1 9 6 5 > .  E x t e r n a l  e n z y a e s  h a v e  
a d v a n t a g e s  i n  t r a c e  m e t a l  s t u d i e s  < R u e t e r  1 9 8 3 > .  A l k a l i n e  
p h o s p h a t a s e  i s  e x p o s e d  d i r e c t l y  t o  t h e  c h e m i s t r y  o f  t h e  
m e d i u m .  I n t e r n a l  e n z y a e s  a a y  b e  p r o t e c t e d  £ r o m  m e t a l  
t o x i c i t y  b y  t h e  l a r g e  n u m b e r  0 £  p o t e n t i a l  b i n d i n g  s i t e s  i n  
t h e  c y t o p l a a • .  
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M E T H O D S  
A  a o d i £ i a d  v e r s i o n  0 £  F r a q u i l  < M o r e l  e t  a l  1 9 7 9 >  w a s  
p r e p a r e d .  T h e  u s e  0 £  l x l o - 6  N T A  i n  p l a c e  0 £  E D T A  a l l o w s  
c o m p a r i s o n  b e t w e e n  t h e  c h e a i c a l  i n t e r a c t i o n s  i n  t h e  g r o w t h  
a a d i u a  a n d  t h e  e n z y a e  b u £ £ e r  s o l u t i o n  < C h a p t e r  I I I > .  
3 - p h o a p h o g l y c e r a t e < 3 P G >  < 1  x 1 0 - 7  M >  w a s  u s e d  a a  t h e  a o l e  
p h o s p h o r u s  s o u r c e  t o  p r o a o t e  t h e  s y n t h e s i s  0 £  a l k a l i n e  
p h o s p h a t a s e .  T h e  a e d i u a  w a s  p r e p a r e d  i n  t h e  a a n n e r  
d e s c r i b e d  i n  t h e  a e t h o d s  0 £  t h e  g r o w t h  r a t e  e x p e r i a e n t s  
< C h a p t e r  I I > ,  e x c e p t  t h e  3 P G  w a s  a d d e d  t o  t h e  s o l u t i o n  
a £ t e r  i t  h a d  b e e n  " c h e l e x e d " .  
T h e  e x p e r i • e n t a l  a l u a i n u m  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  O ,  0 . 5 ,  
1  a n d  2  x 1 0 - S  M .  A t  e a c h  a l u a i n u a  c o n c e n t r a t i o n ,  £ o u r  
c o p p e r  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  t e a t e d  < O ,  4 ,  8 ,  1 2  x i o - 6  M > .  
7 0 0  a L  c u l t u r e s  0 £  S c e n e d e a a u s  g u a d r i c a u d a  < c u l t u r e  I I ,  
F r e s h w a t e r  I n s t i t u t e  a l g a l  c u l t u r e  c o l l e c t i o n ,  F r e s h w a t e r  
I n a t i t u t e ,  W i n n i p e g ,  C a n a d a >  w e r e  g r o w n  i n  a c i d  w a s h e d  o n e  
l i t e r  p o l y c a r b o n a t e  f l a s k s .  A f t e r  t h e  c u l t u r e  h a d  g r o w  f o r  
5  t o  8  d a y s ,  a  2 0 0  a l  s a m p l e  w a s  r e a o v e d  a n d  p l a c e d  i n  a  
c l e a n  c o n t a i n e r .  T h e  p H  w a a  m e a a u r e d  a n d  r e c o r d e d .  A l C l 3  
C l x 1 0 - 2  M >  w a s  a d d e d  t o  b r i n g  t h e  a l u a i n u a  c o n c e n t r a t i o n  t o  
t h e  e x p e r i m e n t a l  l e v e l .  T h e  p H  w a s  m e a s u r e d  a g a i n .  I £  a  
c h a n g e  h a d  o c c u r r e d ,  t h e  p H  w a s  c o r r e c t e d  w i t h  0 . 1  M  N a O H .  
A f t e r  4 5  a i n u t a  t h e  p H  w a s  v e r i f i e d  a  f i n a l  t i m e .  1 0  a l  
s a m p l e s  0 £  t h e  c u l t u r e  w e r e  t r a n s £ e r r e d  t o  3 0  a l  
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p o l y c a r b o n a t e  t u b a e .  A n  h o u r  a f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  
a l u a i n u a ,  c o p p e r  < 2  x 1 0 - 4  M  C u S 0 4 >  w a a  a d d e d  t o  t h e  t u b a e .  
T h e  a l g a e  w e r e  e x p o s e d  t o  t h e  c o p p e r  f o r  a n  a d d i t i o n a l  h o u r  
b e f o r e  t h e  a a s a y a  w e r e  p e r f o r a e d .  R e p l i c a t e  t u b e s  o f  
a l u a i n u a  f r e e  c u l t u r e s  w e r e  a s s a y e d  a a  a  c o n t r o l .  
F i v e  t u b a e  c o u l d  b e  a s s a y e d  a t  o n e  t i a e .  T h e  £ i r a t  1 0  
a l  e a a p l e  w a s  s p i k e d  w i t h  0 . 2  a l  0 £  l x i o - 3  M  p N P P .  A f t e r  
g e n t l e  a i x i n g ,  3  a l  w e r e  f i l t e r e d  i n t o  a  1  c a  p a t h  l e n g t h  
a p e c t r o p h o t o a e t e r  c u v e t t e .  T h e  a b s o r p t i o n  a t  4 1 0  n a  w a s  
a e a s u r e d  a n d  r e c o r d e d .  T h i a  p r o c e s s  w a a  r e p e a t e d  £ o r  e a c h  
o f  t h e  f i v e  a a a p l e a .  A f t e r  t h e  i n i t i a l  r e a d i n g  0 £  t h e  
f i f t h  s a a p l e  w a s  r e c o r d e d ,  a  s e c o n d  r o u n d  o f  a e a a u r e a e n t a  
w a e  b e g u n .  T h e  e x a c t  t i m e  0 £  e a c h  f i l t r a t i o n  w a a  r e c o r d e d .  
A p p r o x i a a t a l y  s i x  a i n u t e s  e l a p s e d  b e t w e e n  r e p e a t e d  s a m p l i n g  
o f  a n y  s i n g l e  t u b e .  A f t e r  t h e  a b s o r p t i o n  o f  e a c h  a a a p l e  
h a d  b e e n  a e a a u r e d  t h r e e  t i a e a ,  t h e  e n z y a e  a c t i v i t y  w a s  
c a l c u l a t e d .  
B e c a u s e  t h e  n u a b a r  o f  c e l l s  i n  a  c u l t u r e  v a r i e d ,  t h e  
a b s o l u t e  e n z y a e  a c t i v i t y  o f  t h e  c o n t r o l  a a a p l e s  w a s  n o t  
c o n s i s t e n t  b e t w e e n  e x p e r i a e n t a .  T h e  e f f e c t  o f  a e t a l  
a d d i t i o n  i a  r e p o r t e d  c o a p a r e d  t o  t h e  e n z y • e  a c t i v i t y  t h e  
t w o  c o n t r o l  a s s a y s .  A a  t h e  e x a c t  r a t e  d i f f e r e d  o n  
d i f f e r e n t  d a y s ,  t h e  r e s u l t s  a r e  g i v e n  a a  p e r c e n t  o f  
c o n t r o l  a c t i v i t y .  
T h e  c h e a i c a l  a p e c i a t i o n  £ o r  e a c h  c o n c e n t r a t i o n  
c o m b i n a t i o n  w a a  e a t i a a t e d  u s i n g  a  P a s c a l  v e r s i o n  o f  M I C R O Q L  
< W e s t a l l  e t  a l  1 9 7 6 ;  W e s t a l l  1 9 8 5 > .  D u e  t o  a  l i a i t e d  m e m o r y  
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c a p a c i t y .  a  c o n d e n s e d  F r a q u i l  d a t a  a a t r i x  w a s  u s e d  < T a b l e  
V > .  C o a p o n e n t s  w h i c h  w h e r e  s h o w n  b y  M I N I Q L  < W e s t a l l  e t  a l  
1 9 7 6 )  n o t  t o  a i g n i f  i c a n t l y  a f f e c t  m e t a l  a p e c i a t i o n  w e r e  
e x c l u d e d .  
R E S U L T S  
T h e  o b s e r v e d  e £ £ e c t  0 £  i n c r e a s i n g  a l u m i n u m  c h a n g e d  a s  
t h e  c o n c e n t r a t i o n  0 £  c o p p e r  i n c r e a s e d  < F i g u r e  1 0 > .  I n  a  
c o p p e r  £ r e e  c u l t u r e .  t h e  a d d i t i o n  o f  2 x 1 0 - S  M  a l u m i n u m  
i n h i b i t e d  t h e  a c t i v i t y  0 £  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  b y  s i x t e e n  
p e r c e n t .  T h i a  c o n c e n t r a t i o n  o f  a l u m i n u m  l e d  t o  a n  
a c t i v i t y  d e c r e a s e  o f  8 8  p e r c e n t  i £  t h e  c o p p e r  c o n c e n -
t r a t i o n  w a s  8  x 1 0 - 6  M  < T a b l e  V I I I > .  
T h e  E C 5 0  < m e t a l  c o n c e n t r a t i o n  r e q u i r e d  t o  i n h i b i t  
e n z y m e  a c t i v i t y  b y  5 0  p e r c e n t >  f o r  c o p p e r  w a s  d e t e r m i n e d  
b y  g r a p h i n g  t h e  d a t a  C r a t e  v .  c o p p e r >  a n d  i n t e r p o l a t i n g  
f o r  c o p p e r  c o n c e n t r a t i o n  a t  50~ c o n t r o l  a c t i v i t y  < F i g u r e  
1 1 > .  T h e  c o p p e r  E C 5 0  d e c r e a s e d  a s  t h e  a l u m i n u m  c o n c e n -
t r a t i o n  w a s  i n c r e a s e d .  
T h e  a c t i v i t y  0 £  t h e  e n z y m e  i n  t h e  p r e s e n c e  0 £  b o t h  
M e t a l s  w a s  f o u n d  t o  b e  r e l a t e d  < r 2 = 0 . 8 9 >  t o  t h e  l o g  c u p r i c  
i o n  c o n c e n t r a t i o n  < F i g u r e  1 2 > .  T h e  e f f e c t i v e  r a n g e  o f  p C u  
i s  b e t w e e n  7 . 7  a n d  5 . 7 .  I n  t h e  a b s e n c e  o f  aluminum~ t h e r e  
i s  n o t  e n o u g h  d a t a  t o  c l e a r l y  s t a t e  w h e t h e r  t h e  c u p r i c  i o n  
o r  t o t a l  c o p p e r  c o n c e n t r a t i o n  c o n t r o l s  t o x i c i t y .  E n z y m e  
a c t i v i t y  d i d  n o t  r e l a t e  t o  e i t h e r  t o t a l  a l u m i n u m  o r  p A l .  
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A L U M I N U M  
x 1 0 - 1 ·  M  
I  
e  
I  
2  
Ei9Y~•-1Q· T h e  a c t i v i t y  0 £  ~~9D9~99!Y§ a l k a l i n e  
p h o a p h a t a a e  a a  a  f u n c t i o n  o f  a l u a i n u a  i n  t h e  p r e s e n c e  
a n d  a b a e n c e  o f  c o p p e r .  
I  - - n o  c o p p e r  
8-~ 8  x 1 0 ·
6  
I I  c o p p e r  
- 5 6  
T A B L E  V I I I  
A C T I V I T Y  O F  ~Qi!iQi§~Y~ A L K A L I N E  P H O S P H A T A S E  < u p p e r >  
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C O P P E R  
x · 1 0 - 1  M  
9  
1 1  
f ! g Y E ! - l l ·  T h e  a c t i v i t y  0 £  ~~9D!S!•!Y§ a l k a l i n e  
p h o a p h a t a a e  a a  a  £ u n c t i o n  0 £  c o p p e r  c o n c e n t r a t i o n  a t  
£ o u r  a l u a i n u a  c o n c e n t r a t i o n a .  
I  - n o  a l u a i . n a u a  
8 - S  x 1 0 -
6  
I I  a l u a i n u a  
B - 1  x i o -
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7 . 5  
[ i 9 Y E • - 1 2 ·  T h e  a c t i v i t y  0 £  ~~•n•~••mY• a l k a l i n e  
p h o a p h a t a a e  a a  a  £ u n c t i o n  0 £  c u p r i c  i o n  a c t i v i t y .  
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6 0  
D I S C U S S I O N  
T h e  c o n c e n t r a t i o n  0 £  c o p p e r  w a s  £ o u n d  t o  b e  i m p o r t a n t  
i n  d e t e r m i n i n g  a l u m i n u m  t o x i c i t y .  A l u a i n u m  a l o n e  h a d  
l i t t l e  e £ £ e c t  o n  t h e  a c t i v i t y  0 £  S c e n e d e s m u s  a l k a l i n e  
p h o s p h a t a s e .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  c o p p e r ,  i n c r e a s i n g  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  0 £  a l u m i n u m  l e d  t o  a  l a r g e  d e c r e a s e  i n  
a c t i v i t y .  
T h e  r e s u l t s  s u p p o r t  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  c h e m i c a l  
s p e c i a t i o n  i s  c r i t i c a l  i n  d e t e r m i n i n g  m e t a l  t o x i c i t y .  A  
s t r o n g  c o r r e l a t i o n  w a s  £ o u n d  b e t w e e n  e n z y m e  a c t i v i t y  a n d  
c u p r i c  i o n  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  e f f e c t  o f  a l u m i n u m  c o n c e n -
t r a t i o n  o n  t h e  l e v e l  o f  t h e  c u p r i c  i o n  c a n  b e  s e e n  i n  
F i g u r e  1 3 .  A t  a  s e t  c o p p e r  c o n c e n t r a t i o n ,  t h e  l e v e l  0 £  t h e  
t o x i c  c o p p e r  s p e c i e s  i n c r e a s e s  w i t h  a l u m i n u m  c o n c e n t r a t i o n .  
A l t h o u g h  i t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  S c e n e d e s m u s  a l k a l i n e  
p h o s p h a t a s e  a n d  t h e  g r o w t h  r a t e  0 £  t h e  a l g a  a r e  b o t h  
s e n s i t i v e  t o  c u p r i c  i o n  a c t i v i t y ,  I  a m  n o t  s u g g e s t i n g  t h a t  
t h e  i n h i b i t i o n  o f  t h e  e n z y m e  i s  t h e  c a u s e  o f  g r o w t h  r a t e  
i n h i b i t i o n .  A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  i s  a c t i n g  a s  a  m o d e l  
e n z y m e  s y s t e m .  T h e  d e c r e a s e  o f  g r o w t h  m a y  b e  d u e  t o  t h e  
p a r t i a l  i n h i b i t i o n  o f  m a n y  e n z y m e s .  T h e  i m p o r t a n t  p o i n t  i s  
t h a t  t h e  e £ £ e c t  0 £  c h a n g e s  i n  m e t a l  s p e c i a t i o n  h a v e  b e e n  
s h o w n  w i t h  a n  o r g a n i s m  a n d  w i t h  a  s i n g l e  e n z y m e .  
T h i s  e x p e r i m e n t  i n c r e a s e s  t h e  n u m b e r  o f  a l k a l i n e  
p h o a p h a t a a e  a y a t e m a  k n o w n  t o  b e  s e n s i t i v e  t o  c u p r i c  i o n  
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A L U M I N U M  
x 1 0 - s · u  
E i S Y E ! - 1 3 .  T h •  a c t i v i t y  0 £  t h e  c u p r i c  i o n  i n c r e a a e a  
w i t h  a l u • i n u •  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  c o p p e r  c o n c e n t r a t i o n  
i •  a e n t  a t  8  x 1 0 - 6  M .  
6 1  
a c t i v i t y .  R u e t e r  < 1 9 8 2 >  f o u n d  t h e  e n z y m e  t o  b e  a n  
e f f e c t i v e  b i o c h e a i c a l  a a r k e r  o f  t o x i c i t y  i n  t h r e e  
6 2  
i n c r e a s i n g l y  c o a p l e x  e n v i r o n m e n t s .  C o m p a r a b l e  r e s u l t s  w e r e  
o b t a i n e d  i n  s t u d i e s  w i t h  t h e  i a o l a t e d  e n z y m e ,  c u l t u r e s  0 £  
m a r i n e  d i a t o a a ,  a n d  n a t u r a l  a s s e a b l a g e s  o f  f r e s h w a t e r  
p h y t o p l a n k t o n .  
T h e  b i o a s a a y  d e v e l o p e d  i n  t h i s  r e s e a r c h  c o u l d  b e  u s e d  
t o  q u i c k l y  a a t i a a t a  t h e  e f f e c t  o f  c h a n g i n g  a e t a l  
c o n c e n t r a t i o n s  i n  n a t u r a l  w a t e r s .  A  c o n c e n t r a t e d  c u l t u r e  o f  
S c e n e d e a a u a  c o u l d  b e  a d d e d  t o  a  w a t e r  s a m p l e .  T h e  a c t i v i t y  
o f  t h e  e n z y a e  w o u l d  b e  m o n i t o r e d  b e f o r e  a n d  a f t e r  t h e  
a d d i t i o n  o f  a e t a l s .  I f  a  p o r t a b l e  s p e c t r o p h o t o m e t e r  < e . g .  
H a c h  Co~> i s  a v a i l a b l e ,  t h i s  w o r k  c o u l d  b e  p e r f o r m e d  i n  t h e  
f i e l d .  
I t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  e n z y m e s  e x p o s e d  t o  t h e  
e n v i r o n m e n t  a r e  s e n s i t i v e  t o  c h a n g e s  i n  t h e  a e t a l  
c h e m i s t r y .  S i a i l a r  e f f e c t  m a y  o c c u r  i n  o t h e r  o r g a n i s m s .  
T h e  o b s e r v e d  s e n s i t i v i t y  0 £  f i s h  t o  i n c r e a s e d  a l u m i n u m  
< C r o n a n  a n d  S c h o f i e l d  1 9 7 9 >  m a y  b e  b e c a u s e  o f  t h e  n u m b e r  o f  
i m p o r t a n t  a n z y a e a  p r e s e n t  i n  g i l l  m e m b r a n e s .  
C O N C L U S I O N  
T h e  r e a u l t a  o b t a i n e d  w i t h  S c e n e d e s m u s  a l k a l i n e  
p h o s p h a t a s e  w e r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  o b t a i n e d  w i t h  t h e  
i s o l a t e d  e n z y m e .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  a l u m i n u m  a n d  c o p p e r ,  
6 3  
e n z y a e  a c t i v i t y  i •  s i g n i f i c a n t l y  c o r r e l a t e d  w i t h  c u p r i c  i o n  
a c t i v i t y .  
A l u a i n u a  a l o n e  w a a  a h o w n  t o  h a v e  l i t t l e  e £ £ e c t  o n  t h e  
e n z y m e .  I £  c o p p e r  w a a  p r e s e n t  i n  t h e  a a d i u a ,  e n z y m e  
a c t i v i t y  d e c r e a s e d  a a  t h e  a l u m i n u m  c o n c e n t r a t i o n  i n c r e a s e d .  
C H A P T E R  V  
T H E  U S E  O F  A  C O M P U T E R  M O D E L  T O  P R E D I C T  
T H E  I N T E R A C T I O N  O F  C O P P E R  A N D  
A L K A L I N E  P H O S P H A T A S E  
I N T R O D U C T I O N  
T h i s  r e s e a r c h  h a s  s h o w n  t h a t  m e t a l  s p e c i a t i o n  
d e t e r m i n e s  t h e  e f f e c t  o f  c o p p e r  o n  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  
a c t i v i t y .  C o p p e r  a n d  z i n c  i o n s  c o m p e t e  £ o r  t h e  m e t a l  
b i n d i n g  s i t e  o f  t h e  e n z y m e  < F o y  e t  a l  1 9 7 8 > .  A l k a l i n e  
p h o s p h a t a s e  c a n  b e  c o n a i d e r e d  a s  a  l i g a n d  w i t h  d i f f e r e n t  
a f f  i n i t i e a  f o r  t r a n s i t i o n  a e t a l s .  T h e  g o a l  o f  t h i s  · s e c t i o n  
i s  t o  a o d e l  t h e  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  t h e  e n z y a e ,  z i n c  a n d  
c o p p e r  i n  a  w a y  t o  p r e d i c t  t h e  r e s u l t s  o f  p e r t u r b a t i o n s  i n  
a q u a t i c  c h e a i a t r y .  
T H E O R Y  
I n  c h a p t e r s  I I  t h r o u g h  I V ,  t h e  c o a p u t e r  p r o g r a a  
M I C R O Q L  < W e s t a l l  e t  a l  1 9 7 6 >  w a a  u s e d  t o  m o d e l  c h e m i c a l  
i n t e r a c t i o n •  a n d  e a t i a a t e  m e t a l  s p e c i a t i o n .  T h i s  c h a p t e r  
e x t e n d s  t h e  u s e  0 £  M I C R O Q L  t o  m o d e l  t h e  a c t u a l  i n t e r a c t i o n s  
b e t w e e n  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a n d  t h e  m e t a l s  z i n c  a n d  
c o p p e r .  T h i a  w o r k  i a  b a a e d  o n  t h e  a s s u m p t i o n  t h a t  t h e  z i n c  
b i n d i n g  s i t e  o f  t h e  e n z y a e  a c t s  a s  a  l i g a n d .  A  k n o w l e d g e  
0 £  t h e  o u t c o m e  0 £  c o m p e t i t i o n  b e t w e e n  t h e  m e t a l s  £ o r  t h e  
b i n d i n g  s i t e  s h o u l d  a l l o w  o n e  t o  p r e d i c t  t h e  e n z y m e  
a c t i v i t y  a t  a t  g i v e n  m e t a l  c o n c e n t r a t i o n .  
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T h e  c o n c e n t r a t i o n  0 £  t h e  a l k a l i n e  p h o a p h a t a a e - z i n c -
p N P P  < E - Z - P >  c o a p l a x  a h o u l d  b e  t h e  f a c t o r  c o n t r o l l i n g  t h e  
a e a a u r e d  e n z y a a  a c t i v i t y  < L e h n i n g e r  1 9 Q 2 ) .  A  condi~ional 
s t a b i l i t y  c o n s t a n t  £ o r  E - Z - P  w i l l  b e  d a t e r a i n e d .  A n  
a c c u r a t e  £ o r a a t i o n  c o n s t a n t  i a  r e q u i r e d  t o  e s t i a a t e  t h e  
c o m p l e x  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  £ o r a a t i o n  0 £  t h e  a l k a l i n e  
p h o s p h a t a a e - z i n c - p N P P  c o a p l e x  d e p e n d s  o n  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  
b o t h  z n + 2  a n d  p N P P  w i t h  t h e  e n z y a e .  K i n e t i c  e x p e r i a e n t s  
w e r e  p e r f o r a e d  i n  w h i c h  t h e  c o n c e n t r a t i o n  0 £  e i t h e r  z i n c  o r  
p N P P  w a s  h e l d  c o n s t a n t  a t  a  s a t u r a t i n g  l e v e l ,  w h i l e  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  o t h e r  w a s  v a r i e d .  U s i n g  t h e  
M i c h a e l i a - M e n t e n  e q u a t i o n ,  t h e  K  £ o r  £ o r  b o t h  t h e  s u b s t r a t e  
a n d  t h e  m e t a l  w a a  d e t e r a i n e d .  K  i s  a n  i n d i c a t o r  o f  t h e  
a t a b i l i t y  c o n s t a n t  b e t w e e n  a n  e n z y a e  a n d  a n o t h e r  s u b s t a n c e .  
I f  i t  i s  a a s u a e d  t h a t  t h e  b i n d i n g  o f  z i n c  a n d  p N P P  a r e  
s e q u e n t i a l  e v e n t s :  
1 .  E n z y a e  +  Z n  < = = = = >  E n z - Z n  
2 .  E n z - Z n  +  p N P P  < = = = = >  E - Z - P  
t h e  s t a b i l i t y  c o n s t a n t s  o f  t h e  t r i c o a p o n e n t  c o a p l e x  s h o u l d  
b e  t h e  p r o d u c t  0 £  t h e  e n z y m e - z i n c  a n d  e n z y a e - p N P P  c o n s t a n t s  
< R u e t e r ,  p a r a .  c o a a . > .  I n  o t h e r  w o r d s ,  t h e  l o g  K  o f  t h e £ -
Z - P  c o a p l a x  s h o u l d  b e  t h e  a u a  0 £  t h e  l o g  K  o f  e a c h  
s u b s t a n c e  d e t e r a i n e d  e x p e r i a e n t a l l y .  
T h e  s t a b i l i t y  c o n s t a n t  b e t w e e n  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  
a n d  c o p p e r  w a s  d a t a r a i n e d  i n  t h e  s e c o n d  p a r t  0 £  t h e  
e x p e r i a e n t .  C o p p e r  i s  t h o u g h t  t o  i n h i b i t  a l k a l i n e  
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p h o s p h a t a s e  b y  d i s p l a c i n g  t h e  z i n c  < F o y  a t  a l  1 9 7 8 > .  T h e  
t w o  a e t a l s  c o a p e t a  £ o r  t h e  s a a e  a i t e  o n  t h e  e n z y a e .  A n  
i n i t i a l  a a a u a p t i o n  w a a  t h a t  t h e  r e l a t i v e  a f f i n i t i e s  o f  
c o p p e r  a n d  z i n c  f o r  t h e  b i n d i n g  s i t e  s h o u l d  b e  s i a i l a r  t o  
o t h e r  o r g a n i c  l i g a n d s .  K n o w l e d g e  0 £  t h e  z i n c  s t a b i l i t y  
c o n s t a n t  s h o u l d  a l l o w  o n e  t o  p r e d i c t  t h e  c o p p e r  c o n s t a n t  b y  
c o a p a r i s o n s  w i t h  t a b l e s  0 £  k n o w n  v a l u e s  < S a i t h  a n d  M a r t e l l  
1 9 7 5 > .  A l t h o u g h  i t  w a s  s u p p o r t e d  b y  t h e  r e s u l t s ,  t h i s  
a a s u a p t i o n  a a y  n o t  a l w a y s  b e  v a l i d .  W i t h  s t a b i l i t y  
~ 
c o n s t a n t s  f o r  c o p p e r  a n d  z i n c ,  M I C R O Q L  c o u l d  b e  u a e d  t o  
p r e d i c t  t h e  o u t c o a e  o f  c o a p e t i t i o n  o f  a e t a l s  £ o r  b i n d i n g  t o  
a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e .  
M E T H O D S  
T h e  a c t i v i t y  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  w a a  a s s a y e d  u a i n g  
t h e  a e t h o d  d e a c r i b e d  i n  C h a p t e r  I I I .  T h e  b u f f e r  C l  x 1 0 - 3  
N a H C 0 3 ,  1  x 1 0 - S  N T A >  u a e d  i n  d e t e r a i n i n g  t h e  K a  0 £  p N P P  
c o n t a i n e d  S  x 1 0 - 6  Z n C l .  
F i v e  a u b a t r a t e  c o n c e n t r a t i o n s  
b e t w e e n  1 . 1  x 1 0 - 6  a n d  4 . 4  x 1 0 - 5  M  w e r e  t e a t e d  < T a b l e  I X > .  
I n  d e t e r a i n i n g  t h e  K  v a l u e  f o r  z i n c ,  t h e  p N P P  c o n c e n t r a t i o n  
w a a  a a i n t a i n e d  a t  4 . 4  x 1 0 - 5  M .  T h e  e n z y a e  w a s  e x p o s e d  t o  
l o w  z i n c  f o r  f o u r  h o u r s  t o  a l l o w  z i n c  e q u i l i b r i u a  t o  b e  
r e a c h e d  b e t w e e n  t h e  e n z y a e  a n d  N T A .  
T h e  c h e a i c a l  a p e c i a t i o n  £ o r  e a c h  z i n c  c o n c e n t r a t i o n  
w a s  e a t i a a t e d  u s i n g  a  P a s c a l  v e r s i o n  o f  M I C R O Q L  < W e s t a l l  
1 9 8 5 ) .  T h e  p r o g r a a  w a s  r u n  o n  a  Z e n i t h  1 5 1  P C  < Z e n i t h  d a t a  
Z n  c o n e  
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s y a t e a a > .  A  a a t r i x  < T a b l e  V >  w a s  a e t  u p  £ o r  t h e  c h e a i c a l  
c o a p o n e n t a  0 £  t h •  b u £ £ e r .  T h e  a t a b i l i t y  c o n a t a n t a  u a e d  w e r e  
o b t a i n e d  £ r o a  M I N E Q L  d a t a  £ i l e a  < W e s t a l l  e t  a l  1 9 7 6 > .  
A £ t a r  t h e  K  w a s  d e t e r a i n e d  £ o r  p N P P  a n d  z n + 2 ,  t h e  a a t r i x  
w a s  e x p a n d e d  t o  i n c l u d e  p N P P  a n d  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a s  
c o a p o n e n t a .  I n  a d d i t i o n  t o  t h e  e n z y m e - z i n c - p N P P  c o a p l e x ,  
a n o t h e r  a p e c i e a  c r e a t e d  b y  m a t r i x  e x p a n s i o n  w a s  a n z y a e - H .  
I t  w a s  a a a u m e d  t h a t  p r o t o n  b i n d i n g  t o  t h e  e n z y m e  i a  s i m i l a r  
t o  N T A  < a e e  p a g e  6 7 >  s o  t h e  N T A - H  £ o r a a t i o n  c o n s t a n t  w a s  
u s e d .  
T h e  p r o c e d u r e  £ o r  t e s t i n g  v a r i o u s  £ o r a a t i o n  c o n s t a n t s  
0 £  t h e  E - Z - P  c o a p l e x  w a a  t o  s e t  t h e  p N P P  c o n c e n t r a t i o n  a t  
4 . 4  x 1 0 - 5  a n d  t h e  z i n c  c o n c e n t r a t i o n  a t  3 . 5  x 1 0 - 7 .  S i n c e  
t h e s e  c o a p o n e n t  c o n c e n t r a t i o n s  g a v e  a n  a n z y a e  a c t i v i t y  0 £  
o n e  h a l £  V m a x ,  t h e  E - Z - P  c o a p l e x  s h o u l d  b e  5 0  p e r c e n t  0 £  
t h e  t o t a l  e n z y a e  p r e s e n t .  T h e  c a l c u l a t e d  - l o g  K  £ o r  p N P P  
w a a  5 . 7 5  w h i l e  i t  w a a  1 1  £ o r  z n + 2 ,  a o  t h e  s u a  1 6 . 7 5  w a a  t h e  
£ i r a t  l o g  £ o r a a t i o n  c o n s t a n t  t r i e d  £ o r  t h e  E - Z - P  c o a p l e x .  
T h e  E - Z - P  t o  t o t a l  a n z y a e  r a t i o  w a s  d e t e r a i n e d  £ o r  K  v a l u e s  
b e t w e e n  1 5 . 7 5  a n d  1 8 . 5 0 .  A t  p K = 1 7 . 8 5 ,  t h e  p r o g r a a  
e s t i m a t e d  a  r a t i o  0 £  0 . 5 3 .  A a  t h i s  c o m p a r e d  £ a v o r a b l y  w i t h  
e x p e r i a a n t a l  r a t i o  0 £  0 . 5 0 ,  a  c o a p u t e r  t i t r a t i o n  0 £  z i n c  
w a s  p e r £ o r a e d .  A t  e a c h  z i n c  c o n c e n t r a t i o n ,  t h e  p e r c e n t  
e n z y m e  s a t u r a t i o n  w a s  c o a p a r e d  t o  t h e  p e r c e n t  V m a x  
d e t e r m i n e d  e x p e r i a e n t a l l y .  T h e  z i n c  c o n c e n t r a t i o n  w a s  t h e n  
s e t  a t  5  x 1 0 - 6  z i n c  a n d  a  c o a p u t e r  t i t r a t i o n  0 £  p N P P  w a s  
p e r f o r a e d .  A g a i n  t h e  e a t i a a t e d  e n z y a e  s a t u r a t i o n  w a a  
c o a p a r e d  t o  e x p e r i a a n t a l  r e a u l t a .  
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T h e  e x p e r i a a n t a l l y  d e t e r m i n e d  b i n d i n g  c o n s t a n t  b e t w e e n  
2 n + 2  a n d  a l k a l i n e  p h o a p h a t a a e  C p K  =  1 1 >  w a s  a i a i l a r  t o  t h e  
s t a n d a r d  c o n s t a n t  b e t w e e n  2 n + 2  a n d  N T A  C p K  =  1 0 . 6 6 ,  S m i t h  
a n d  M a r t e l l  1 9 7 5 > .  T h i a  a u g g e a t a  t h e  a e t a l  b i n d i n g  s i t e  o f  
t h e  e n z y a e  a a y  b e  a i a i l a r  t o  N T A .  T h i a  i n £ o r m a t i o n  w a a  
u s e d  t o  p r e d i c t  t h a t  t h e  b i n d i n g  c o p p e r  t o  t h e  e n z y a e  
s h o u l d  h a v e  a  s t a b i l i t y  s i m i l a r  t o  C u - N T A  C p K  =  1 2 . 9 4 ,  
S a i t h  a n d  M a r t e l l  1 9 7 5 > .  T h e  M I C R O Q L  m a t r i x  w a s  e x p a n d e d  
t o  i n c l u d e  t h e  a p e c i e a  C u - e n z y a e .  A  c o m p u t e r  t i t r a t i o n  w a s  
p e r f  o r a e d  t o  p r e d i c t  t h e  a f f e c t  o f  i n c r e a s i n g  c o p p e r  o n  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  E - Z - P .  T h e  r e s u l t s  w e r e  c o a p a r e d  t o  
e n z y a e  a c t i v i t y  d a t e r a i n e d  e x p a r i a e n t a l l y .  S i x  c o p p e r  
c o n c e n t r a t i o n s  b e t w e e n  2  x 1 0 - 5  a n d  1  x i o - 4  M  w e r e  t e a t e d  
< T a b l a  X > .  T h e  z i n c  c o n c e n t r a t i o n  w a a  a a i n t a i n e d  a t  2  
x 1 0 - 6  M •  a n d  t h e  p N P P  c o n c e n t r a t i o n  u s e d  w a s  4 . 4  x 1 0 - 5  M .  
T h e  d a t a  w e r e  a l s o  u s e d  t o  g e t  a n  i m p r o v e d  e a t i a a t e  o f  
t h e  C u - e n z y a e  b i n d i n g  c o n s t a n t .  T h e  a x p e r i a e n t a l  
c o n d i t i o n s  w h i c h  g a v e  a n  a c t i v i t y  o f  f i f t y  p e r c e n t  o f  Y a a x  
w e r e  a e t  i n  t h e  c o a p u t e r .  T h e  K  w a s  v a r i e d  s l i g h t l y  a n d  a n  
e a t i a a t i o n  0 £  e n z y a e  s a t u r a t i o n  w a s  c a l c u l a t e d  u n t i l  a n  
e n z y a e  s a t u r a t i o n  o f  f i f t y  p e r c e n t  w a s  o b t a i n e d .  
T A B L E  X  
A  C O M P A R I S O N  O F  E X P E R I M E N T A L  R E S U L T S  
W I T H  T H O S E  P R E D I C T E D  B Y  M I C R O Q L  
E n z - C u  p K  =  1 2 . 9 6  
c o p p e r  
c o n e .  
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R E S U L T S  
T h e  K a  o f  p N P P  i n  t h e  e x p e r i a e n t a l  b u f f e r  w a a  1 . 9  x 1 0 - 6  
M  < p K • S . 7 5 > .  T h e  p K  0 £  z n + 2  w a s  1 1 .  T h e  f i r s t  p K  t e a t e d .  
1 6 . 7 5 .  g a v e  a a t i a a t a d  e n z y • • E - Z - P :  e n z y • • t o t a l  r a t i o  0 £  0 . 2 1 .  
L o w e r i n g  t h e  p K  d e c r e a s e d  t h e  r e l a t i v e  c o n c e n t r a t i o n  0 £  t h e  
c o a p l e x e d  e n z y a e ,  w h i l e  i n c r e a a i n g  t h e  p K  h a d  t h e  r e v e r s e  
e f £ a c t .  A t  t h e  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  t h a t  g a v e  a n  a c t i v i t y  
0 £  o n e  h a l f  V a a x ,  a  p K  0 £  1 7 . 8 5  l e d  t o  a n  e s t i a a t i o n  0 £  
e n z y a e  s a t u r a t i o n  0 £  0 . 5 3 .  T a b l a  I X  a n d  F i g u r e  1 4  a h o w  t h e  
c o a p a r i s o n  0 £  t h e  e x p e r i m e n t a l  r e s u l t s  w i t h  t h e  c a l c u l a t e d  
a c t i v i t i e s .  A  l i n e a r  r e g r e s s i o n  s h o w s  a  r e l a t i o n s h i p  o f  
0 . 9 6  b e t w e e n  t h e  e x p e r i m e n t a l  r e s u l t s  a n d  t h e  r e s u l t s  0 £  t h e  
s i m u l a t e d  z i n c  t i t r a t i o n .  T h e  r e l a t i o n s h i p  w a s  0 . 9 7  f o r  t h e  
p N P P  expe~imenta. 
T h e  p r e d i c t e d  r e s u l t s  0 £  c o p p e r  a d d i t i o n  a n d  e x p e r i -
m e n t a l l y  d e t e r m i n e d  e n z y M e  a c t i v i t i e s  a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b l a  
X .  T h e  C u - N T A  s t a b i l i t y  c o n s t a n t  C p K  =  1 2 . 9 6 >  i s  a  g o o d  
i n i t i a l  e s t i m a t i o n  f o r  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  c o p p e r  a n d  
a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e .  T h e  a o d e l  a c c u r a t e l y  p r e d i c t s  t h e  
a f f e c t i v e  r a n g e  o f  c o p p e r  c o n c e n t r a t i o n s .  C o p p e r  c o n c e n -
t r a t i o n s  b e l o w  1  x 1 0 - 5  M  d e c r e a s e d  t h e  a c t i v i t y  0 £  t h e  e n z y m e  
b y  l e s s  t h e n  t e n  p e r c e n t  < T a b l a  X > .  A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  
a c t i v i t y  i s  i n h i b i t e d  i £  t h e  l e v e l  0 £  c o p p e r  i n c r e a s e s  
f u r t h e r .  T h e  e x a c t  e n z y m e  a c t i v i t y  a t  a  p a r t i c u l a r  c o p p e r  
c o n c e n t r a t i o n  w a s  n o t  a c c u r a t e l y  p r e d i c t e d .  T h e  m o d e l  
s u g g e s t e d  l o w e r  a c t i v i t y  a t  l o w  c o p p e r  l e v e l s  <  i  5  x 1 0 - S  M  
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f!SYE!-1~· A  c o a p a r i a o n  0 £  e x p e r i • , n t a l  a n d  p r e d i c t e d  
a l k a l i n e  p h o a p h a t a a e  a c t i v i t y  < x l O - M  p N P P  I  a i n >  a t  
a i x  z i n c  c o n c e n t r a t i o n • .  
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f!9Y£9_!~· A  c o a p a r i a o n  0 £  e x p e r i a e n t a l  a n d  p r e d i c t e d  
a l k a l i n e  p h o a p h a t a a •  a c t i v i t y  < x i o - 7  M  p N P P  I  a i n >  a t  
f o u r  p N P P  c o n c e n t r a t i o n a .  
e . - e x p e r i a e n t . a l  
+  - p r e d i c t e d  
. 7 3  
c o p p e r >  a n d  g r e a t e r  e n z y a e  a c t i v i t i e s  a t  h i g h e r  c o p p e r  
c o n c e n t r a t i o n s .  
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I £  t h e  p K  s  1 2 . 7 2 ,  t h e  m o d e l  p r e d i c t s  £ i £ t y  p e r c e n t  
e n z y m e  a c t i v i t y  a t  t h e  e x p e r i m e n t a l  c o p p e r  EC~o < 3  x 1 0 - S  
M > .  T h e  r e s u l t s  o f  t h e  c o m p u t e r  t i t r a t i o n  u s i n g  t h i s  v a l u e  
a r e  i n  T a b l e  X .  T h e  p r e d i c t e d  a c t i v i t i e s  a r e  c l o s e r  t o  t h e  
e x p e r i m e n t a l  r e s u l t s  £ o r  t h e  s a a p l e s  w i t h  ~ S  x 1 0 - S  M  
c o p p e r .  T h e  a o d e l  s t i l l  u n d e r e s t i m a t e s  t h e  e £ £ e c t  0 £  
h i g h e r  c o p p e r  c o n c e n t r a t i o n s  < F i g u r e  16).~ 
D I S C U S S I O N  
M I C R O Q L  c a n  b e  u a e d  t o  p r e d i c t  t h e  e £ £ e c t  0 £  s u b s t r a t a  
a n d  z i n c  c o n c e n t r a t i o n  o n  t h e  a c t i v i t y  o f  a l k a l i n e  
p h o s p h a t a s e .  T h e  a s s u m p t i o n  t h a t  t h e  s t a b i l i t y  c o n s t a n t  0 £  
t h e  e n z y a e - z i n c - p N P P  c o m p l e x  i s  a  £ u n c t i o n  0 £  t h e  z i n c -
e n z y a e  a n d  p N P P  c o n s t a n t s  w a s  s u p p o r t e d .  T h e  d i f f e r e n c e  
b e t w e e n  t h e  s u m  0 £  t h e  p K a  £ o r  z i n c  a n d  p N P P  < 1 6 . 7 5 >  a n d  
t h e  v a l u e  w h i c h  a c c u r a t e l y  p r e d i c t e d  e x p e r i m e n t a l  r e s u l t s  
< 1 7 . 8 5 >  d i £ £ e r e d  b y  o n l y  s i x  p e r c e n t .  T h e  s u c c e s s  0 £  t h e  
m o d e l  s u g g e s t  t h a t  t h e  b i n d i n g  0 £  z i n c  i s  a  r e v e r s i b l e  
p r o c e s s .  T h i s  i d e a  i s  a l s o  s u p p o r t e d  b y  e a r l i e r  r e s u l t s  
< F i g u r e  9 ,  C h a p t e r  I I I > .  
T h i s  m o d e l  c a n  b e  u s e d  t o  p r e d i c t  t h e  e £ £ e c t i v e  r a n g e  
0 £  c u p r i c  i o n  a c t i v i t y .  I n h i b i t i o n  i s  t h e  r e s u l t  0 £  
c o m p e t i t i o n  b e t w e e n  z i n c  a n d  c o p p e r  £ o r  t h e  m e t a l  b i n d i n g  
s i t e  0 £  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e .  M I C R O Q L  i s  e f f e c t i v e  i n  
1 6  
, .  
t :  
>  
1 2  
-
. . .  
u  
c  
w  
8  
2  
> -
N  
z  
w  
4 1  
2  
e  
e  
. 4  -
6  
C O P P E R  
x 1 0 - 1  M  
e  
8  
8  1 0  
[ ! g Y £ 9 _ 1 § ·  A  c o a p a r i a o n  0 £  expe~iaent.al a n d  p r e d i c t e d  
a l k a l i n e  p h o a p h a t a a e  a c t i v i t y  < x l o -
7  
M  p N P P  I  a i n >  a t  
a e v e n  c o p p e r  c o n c e n t r a t . i o n a .  
e  - e x p e r i a e n t a l  
I  . . .  p r e d i c t e d  
- n o n - c o a p e t i t i v •  i n l , 1 b 1 t . o r  c u r v e  
7 5  
7 6  
e s t i m a t i n g  t h e  o u t c o a e  0 £  m e t a l - a e t a l  i n t e r a c t i o n  1 £  t h e  
s t a b i l i t y  c o n s t a n t s  b e t w e e n  t h e  c o a p o n e n t a  a r e  k n o w n .  T h i a  
r e s e a r c h  h a s  s h o w n  t h a t  s a t i s £ a c t o r y  r e s u l t s  a r e  o b t a i n e d  
i £  a x p e r i • e n t a l l y  d e t e r m i n e d  c o n s t a n t s  a r e  u a e d .  
P r e d i c t e d  e n z y m e  a c t i v i t y  i s  g r e a t e r  t h a n  a c t u a l  
a c t i v i t y  a t  h i g h  < >  5  x 1 0 - 5  M >  c o p p e r  c o n c e n t r a t i o n s .  
F i g u r e  1 5  i s  a  g r a p h  0 £  a c t i v i t y  a s  a  £ u n c t i o n  0 £  c o p p e r  
c o n c e n t r a t i o n .  A  c o m p a r i s o n  0 £  t h e  p r e d i c t e d  r e s u l t s  w i t h  
t h e o r e t i c a l  e n z y m e  i n h i b i t i o n  e q u a t i o n s  < L e h n i n g e r  1 9 8 2 >  
i n d i c a t e s  t h e  m o d e l  a s s u a e s  c o p p e r  a c t s  e a  a  n o n -
c o m p e t i t i v e  i n h i b i t o r .  T h e  r e q u i r e m e n t s  0 £  a  n o n -
c o m p e t i t i v e  i n h i b i t o r  a r e  t h a t  i t s  b i n d i n g  t o  t h e  e n z y m e  
p r e v e n t s  p r o d u c t  f o r m a t i o n ,  i t  d o e s  n o t  b i n d  t o  t h e  a c t i v e  
s i t e ,  a n d  £ i n a l l y  t h e  i n h i b i t o r  b i n d s  r e v e r s i b l y  w i t h  t h e  
e n z y m e .  M I C R O Q L  a l s o  a s s u m e s  t h a t  a l l  r e a c t i o n s  a r e  
r e v e r s i b l e .  A l t h o u g h  t h e  £ o r m a t i o n  0 £  t h e  c o p p e r - e n z y m e  
c o m p l e x  m a y  b e  c h e a i c a l l y  r e v e r s i b l e ,  i n h i b i t i o n  h a s  n o t  
b e e n  s h o w n  t o  b e  a  r e v e r s i b l e  p r o c e s s .  
T h e  m e t a l  b i n d i n g  s i t e  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  h a s  
l i g a n d  c h a r a c t e r i s t i c s  s i m i l a r  t o  N i t r i l o t r i a c e t i c  a c i d  
< N T A > .  T h e  N T A - M e  p K  i s  1 0 . 6 6  f o r  z i n c  a n d  1 2 . 9 2  f o r  
c o p p e r  < S m i t h  a n d  M a r t e l l  1 9 7 5 > .  T h e  e x p e r i a e n t a l l y  
d e t e r m i n e d  e n z - M e  p K s  a r e  1 1  a n d  1 2 . 7 2  r e s p e c t i v e l y .  T h e  
s t r u c t u r e  0 £  N T A  i s  t h r e e  a c e t i c  a c i d s  b o u n d  t o  a  s i n g l e  
n i t r o g e n  a t o m .  T h e  c a r b o x y l  g r o u p s  a r e  i n v o l v e d  i n  m e t a l  
c o m p l e x a t i o n .  T h i a  s u g g e s t s  t h e  c a r b o x y l  g r o u p s  o f  t h e  
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a a i n o  a c i d s  g l u t a a i c  a c i d  a n d / o r ·  a s p a r t i c  a c i d  a r e  l i k e l y  
t o  b e  i n v o l v e d  i n  t h e  m e t a l  b i n d i n g  s i t e  0 £  a l k a l i n e  
p h o a p h a t a s e .  
C O N C L U S I O N  
T h i s  i n v e s t i g a t i o n  u s e d  t h e  c o m p u t e r  p r o g r a m  M I C R O Q L  
t o  m o d e l  t h e  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a n d  
t h e  m e t a l s  z i n c  a n d  c o p p e r .  T h e  g o a l  i s  t o  b e  a b l e  t o  
p r e d i c t  t h e  e £ £ e c t  0 £  p e r t u r b a t i o n s  i n  t h e  a q u a t i c  
c h e m i s t r y .  
E x p e r i m e n t a l  d a t a  a n d  t h e  c o m p u t e r  p r o g r a m  w e r e  u s e d  
t o  d e t e r m i n e  t h e  c o n d i t i o n a l  s t a b i l i t y  o f  a l k a l i n e  
p h o s p h a t a s e  w i t h  z i n c ,  p N P P ,  a n d  c o p p e r .  T h e  progr~m 
a c c u r a t e l y  p r e d i c t s  e n z y a e  a c t i v i t y  a t  a  g i v e n  c o n c e n -
t r a t i o n  o f  t h e  s u b s t r a t e  o r  n a t i v e  a e t a l .  T h e  m o d e l  a l a o  
p r e d i c t s  t h e  i n h i b i t o r y  r a n g e  o f  c u p r i c  i o n  a c t i v i t y .  T h e  
e x a c t  e n z y m e  a c t i v i t y  a t  a  g i v e n  c o p p e r  c o n c e n t r a t i o n  c o u l d  
n o t  b e  p r e d i c t e d  s i n c e  t h e  m o d e l  a s s u m e s  i n h i b i t i o n  b y  
c o p p e r  t o  b e  r e v e r s i b l e .  
T h e  c o n d i t i o n a l  a t a b i l i t y  c o n a t a n t s  d e t e r m i n e d  £ o r  
a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a r e  s i m i l a r  t o  t h e  k n o w n  v a l u e s  f o r  
N T A .  T h i a  s u g g e s t s  t h e  m e t a l  b i n d i n g  s i t e  0 £  t h e  e n z y m e  i s  
s i m i l a r  t o  t h e  c h e l a t o r .  
C H A P T E R  V I  
C O N C L U S I O N  
T h e  g o a l  0 £  t h i s  r e s e a r c h  w a s  t o  d e t e r a i n e  h o w  t h e  
c h e m i c a l  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  a l u a i n u m  a n d  c o p p e r  e £ £ e c t s  
t h e  g r e e n  a l g a  S c e n e d e s m u s  q u a d r i c a u d a .  T h e  h y p o t h e s i s  w a s  
t h a t  t h e  g r o w t h  r a t e  0 £  t h e  a l g a  a n d  t h e  a c t i v i t y  0 £  i t s  
e n z y m e s  s h o u l d  b e  r e l a t e d  t o  t h e  c o n c e n t r a t i o n  0 £  t h e  £ r e e  
c u p r i c  i o n .  I n  t h e  p r e s e n c e  0 £  b o t h  m e t a l s ,  i n c r e a s i n g  t h e  
"  
a l u m i n u m  c o n c e n t r a t i o n  c a n  l e a d  t o  c o p p e r  t o x i c i t y .  T h e  
r e s u l t s  s u p p o r t  t h i s  h y p o t h e s i s .  
A  c o r r e l a t i o n  ( r 2 =  0 . 8 7 >  w a s  o b t a i n e d  b e t w e e n  t h e  
g r o w t h  ~ate 0 £  S c e n e d e s a u s  a n d  c u p r i c  i o n  a c t i v i t y .  
S i m i l a r  c o r r e l a t i o n s  w e r e  o b t a i n e d  b e t w e e n  t h e  c u p r i c  i o n  
a n d  t h e  a c t i v i t y  0 £  b a c t e r i a l  < r 2 =  0 . 8 5 >  a n d  S c e n e d e a m u s  
< r 2 =  0 . 8 9 >  a l k a l i n e  p h o a p h a t a a e .  C o r r e l a t i o n s  w e r e  n o t  
£ o u n d  b e t w e e n  a n y  o t h e r  c h e m i c a l  s p e c i e s  a n d  t h e  g r o w t h  
r a t e  o r  a c t i v i t y  0 £  t h e  S c e n e d e s m u s  e n z y a e .  T h e  b a c t e r i a l  
a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  w a s  a l s o  c o r r e l a t e d  t o  t h e  t o t a l  
c o p p e r  c o n c e n t r a t i o n  < r 2 =  0 . 8 8 ) .  
I t  w a s  £ o u n d  t h a t  t h e  c o a p u t e r  p r o g r a m  M I C R O Q L  
< W e s t a l l  e t  a l  1 9 7 6 >  c a n  b e  u s e d  t o  m o d e l  i n t e r a c t i o n s  0 £  
e n z y m e s  a n d  a e t a l s  i n  a q u e o u s  s o l u t i o n s .  T h i s  s u p p o r t s  t h e  
h y p o t h e s i s  t h a t  e n z y m e s  a c t  a  l i g a n d s .  T h e  m o d e l  r e q u i r e s  
t h e  d e t e r m i n a t i o n  0 £  c o n d i t i o n a l  s t a b i l i t y  c o n s t a n t s  
b e t w e e n  t h e  e n z y a e  a n d  t h e  m e t a l s .  O n e  c a n  p r e d i c t  t h e  
e f f e c t  o f  c h a n g i n g  m e t a l  c o n c e n t r a t i o n s  o n  e n z y m e  a c t i v i t y .  
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A n  u n e x p e c t e d  r e s u l t  w a s  t h e  a p p a r e n t  p r o t e c t i v e  
e f f e c t  o f  l o w  a l u a i n u a  c o n c e n t r a t i o n s .  T h e  g r o w t h  r a t e  a n d  
e n z y m e  a c t i v i t y  w e r e  g r e a t e r  a t  a  g i v e n  c u p r i c  i o n  c o n c e n -
t r a t i o n  i f  a o a e  a l u a i n u m  w a a  p r e s e n t  < F i g u r e  2 ,  T a b l e  V I > .  
T h i a  a a y  h a v e  e i t h e r  a  c h e m i c a l  o r  b i o l o g i c a l  e x p l a n a t i o n .  
M I C R O Q L  a a y  n o t  a c c u r a t l y  p r e d i c t  t h e  i n t e r a c t i o n s  o f  
d i l u t e  a l u a i n u m  s o l u t i o n a .  T h e  a p p a r e n t  p r o t e c t i v e  a f f e c t  
a a y  a c t u a l l y  b e  t h e  c o m p a r i s o n  o f  t h e  b i o l o g i c a l  p a r a m e t e r a  
t o  a n  o v e r e s t i a a t i o n  o f  t h e  c u p r i c  i o n  a c t i v i t y .  I t  i s  
a l s o  p o s s i b l e  t h a t  a l u m i n u m  d o e s  p r o t e c t  f r o m  c o p p e r  
i n h i b i t i o n .  A s  d i s c u s s e d  i n  C h a p t e r  I I I ,  a l u m i n u a  i o n  a a y  
b i n d  t o  s e n s i t i v e  s i t e s  o n  e n z y a e s .  T h i a  b i n d i n g  d o e s  n o t  
i n a c t i v a t e  t h e  e n z y a e ,  b u t  d e l a y s  o r  p r e v e n t s  c o p p e r  £ r o a  
b i n d i n g .  
T h i s  r e s e a r c h  h a s  s h o w n  t h a t  a l u m i n u m  e x e r t s  a  t o x i c  
r e s p o n s e  b y  i n f l u e n c i n g  t h e  m e t a l  s p e c i a t i o n  0 £  a  a y a t e a .  
I n  t e r a a  o f  a p p l y i n g  t h e  r e s u l t s  t o  e n v i r o n m e n t a l  p r o b l e m s ,  
t h i s  o b s e r v a t i o n  i s  m o r e  i m p o r t a n t  t h a n  t h e  a c t u a l  e £ f  e c t  
o n  S c e n e d e s m u s .  A s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a l u m i n u m  i s  l i k e l y  
t o  i n c r e a s e  i n  l a k e s  a f f e c t e d  b y  a c i d  r a i n ,  a n  u n d e r -
s t a n d i n g  o f  t h e  n a t u r e  o f  t o x i c i t y  i s  r e q u i r e d  f o r  o p t i m a l  
a a n a g e m e n t  o f  t h e  p r o b l e a .  T h i a  t h e s i s  h a s  p r e s e n t e d  a  
a e c h a n i s m  o f  t o x i c i t y  t h a t  h a s  n o t  b e e n  d i s c u s s e d  i n  t h e  
l i t e r a t u r e .  
T h e  e f f e c t  o f  a c i d  r a i n  o n  a l g a e  i s  n o t  0 £  m u c h  
c o n c e r n  < D i l l o n  e t  a l  1 9 8 4 > .  S c e n e d e s m u a  w a s  c h o s e n  a a  a  
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t e s t  o r g a n i s a  b e c a u s e  0 £  t h e  e a s e  0 £  a a i n t a i n i n g  a  
c h e a i c a l l y  d e £ i n e d  a e d i u a .  T h e  p r o p o s e d  a e c h a n i a •  s h o u l d  
n o w  b e  t e a t e d  i n  a o r e  c o a p l i c a t e d  a y a t e a s .  A  s t u d y  w i t h  
z o o p l a n k t o n  c o u l d  d e t e r a i n a  i £  t h e  e £ £ e c t  0 £  a a t a l  
s p e c i a t i o n  i s  s i a i l a r  b e t w e e n  p l a n t s  a n d  a n i a a l a .  T h e  a o s t  
i a p o r t a n t  o r g a n i s a a  a £ £ e c t e d  b y  a c i d  r a i n  a r e  £ i s h .  
A l t h o u g h  a a i n t a i n i n g  a  c h e m i c a l l y  d e £ i n e d  a e d i u a  i s  
d i £ £ i c u l t ,  a  s i m i l a r  s t u d y  w i t h  £ i s h  c o u l d  b e  d i r e c t l y  
a p p l i e d  i n  t h e  e n v i r o n a e n t .  
T h e  r e s u l t s  0 £  t h i s  r e s e a r c h  s u g g e s t  t h e  t y p e  0 £  l a k e  
t h a t  a a y  b e  s e n s i t i v e  t o  i n c r e a s e d  a l u m i n u a .  I £  c h a n g e s  i n  
s p e c i a t i o n  a r e  t o  b e  s i g n i £ i c a n t ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  0 £  a  
t o x i c  a e t a l  a u a t  b e  h i g h  r e l a t i v e  t o  t h e  n u a b a r  0 £  
c o a p l e x a t i o n  s i t e s  o~ l i g a n d s  a v a i l a b l e .  A  l a k e  t h a t  i s  
l o w  i n  d i s s o l v e d  o r g a n i c  a a t e r i a l  b u t  w i t h  a  h i g h  
c o n c e n t r a t i o n  0 £  c o p p e r  o r  o t h e r  t o x i c  a e t a l  w o u l d  b e  
s u s c e p t i b l e  t o  c h a n g e s  i n  a l u m i n u m  c o n c e n t r a t i o n .  F i e l d  
s t u d i e s  i n  s u c h  a  l a k e  c o u l d  b e  d o n e  w i t h  s o m a  0 £  t h e  
t e c h n i q u e s  u s e d  i n  t h i s  r e s e a r c h .  P o s s i b l e  e x p e r i a e n t s  
i n c l u d e  s t u d i e s  i n  w h i c h  t h e  m e t a l  c o n c e n t r a t i o n  i s  v a r i e d  
i n  i n d i v i d u a l  e n c l o s u r e s  i n  l a k e s .  T h i a  w o u l d  a l l o w  t h e  
t e s t i n g  0 £  t h e  e £ f  e c t  o f  m e t a l  i n t e r a c t i o n s  o n  n a t u r a l  
p o p u l a t i o n s .  T h e  u s e  0 £  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a s s a y s  c o u l d  
b e  u s e d  t o  q u i c k l y  e s t i m a t e  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  
e n v i r o n m e n t a l  c h e m i s t r y  a n d  b i o c h e a i s t r y  i n  n a t u r a l  w a t e r  
s a m p l e s .  
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S U M M A R Y  
T h i a  r • • • a r c h  w a s  p e r £ o r a e d  b e c a u s e  0 £  t h e  i n c r e a s e  i n  
a l u a i n u a  i n  l a k e •  i a p a c t a d  b y  a c i d  r a i n .  T h e  r e s u l t  
a u g g e a t a  t h a t  a l u a i n u a  c a n  e x e r t  i t s  e £ £ e c t  b y  i n t e r a c t i n g  
w i t h  t h e  a q u a t i c  c h e a i a t r y  0 £  t h e  s y s t e a .  A l u a i n u a  a l o n e  
w a a  £ o u n d  t o  h a v e  l i t t l e  e £ £ e c t  i n  a l l  t h e  s y s t e a s  
i n v e s t i g a t e d .  B u t  i n  t h e  p r e s e n c e  0 £  c o p p e r ,  i n c r e a s i n g  
a l u a i n u a  c o n c e n t r a t i o n  h a d  a  l a r g e  a £ £ e c t .  I n  t h e s e  
e x p e r i a e n t s ,  a l u a i n u a  d i s p l a c e d  c o p p e r  i o n s  f r o •  t h e  
c h e l a t o r s  p r e e e n t  i n  s o l u t i o n .  T h e  c o p p e r  i o n  i s  t h e  
a c t u a l  t o x i c  a g e n t .  0 £  c o u r s e ,  c o p p e r  i a  n o t  r e s p o n s i b l e  
f o r  t h e  l o s s  0 £  o r g a n i a a a  i n  a l l  l a k e s  a £ £ e c t e d  b y  a c i d  
r a i n .  T h e  e x a c t  t o x i c  a g e n t  w o u l d  d e p e n d  o n  t h e  r e l a t i v e  
c o n c e n t r a t i o n  0 £  a l l  m e t a l s  i n  a  p a r t i c u l a r  b o d y  0 £  w a t e r .  
T h e  i a p o r t a n t  p o i n t  i a  t h a t  t h e  o v e r a l l  a e t a l  c h e a i a t r y  
a u s t  b e  t a k e n  i n t o  a c c o u n t  b e £ o r e  a  d i r e c t  c a u s e  a n d  e £ £ e c t  
b e t w e e n  a n  i n c r e a s e  i n  a l u a i n u m  a n d  t o x i c i t y  c a n  b e  
e s t a b l i s h e d .  
A P P E N D I X  A  
C O P P E R  A N D  L A C T A T E  D E H Y D R O G E N A S E :  
I N H I B I T I O N  O F  A N  I N T E R N A L  E N Z Y M E  
I N T R O D U C T I O N  
A n  i n t e r n a l  e n z y a e  s h o u l d  s h o w  d i £ £ e r e n t  s e n s i t i v i t y  
t o  a e t a l  t o x i c i t y  t h a n  a  e n z y m e  e x p o s e d  t o  t h e  e n v i r o n m e n t .  
D u e  t o  c h a r g e d  o r  p o l a r  n a t u r e  0 £  a a n y  o r g a n i c  m o l e c u l e • ,  
t h e  c y t o p l a s m  h a s  n u a e r o u a  p o t e n t i a l  a e t a l  b i n d i n g  a i t e a .  
T h e  b i n d i n g  0 £  a e t a l a  t o  . .  a a £ e  . .  o r  u n a £ £ e c t e d  s i t e s  
d e c r e a s e s  t h e  f r e e  a a t a l  i o n  a c t i v i t y .  A  g r e a t e r  t o t a l  
m e t a l  c o n c e n t r a t i o n  a a y  b e  r e q u i r e d  t o  i n h i b i t  a n  i n t e r n a l  
e n z y a a .  T h a  t i a e  f r a a e  o f  a e t a l  i n h i b i t i o n  i a  d i f f e r e n t  
f o r  a n  i n t e r n a l  a n d  e x t e r n a l  e n z y m e  < R o t h s t e i n  1 9 5 9 > .  
E x t e r n a l  e n z y a e a  a r e  i a a e d i a t e l y  e x p o s e d  t o  t h e  c h a n g e s  i n  
t h e  c h e a i a t r y  o f  t h e  e n v i r o n a e n t .  A  a e t a l  a u a t  d i £ f u a e  o r  
b e  t a k e n  u p  i n t o  a  c e l l  b a £ o r e  i t  c a n  a f f e c t  a n  i n t e r n a l  
e n z y a a .  
M y  g o a l  w a a  t o  s t u d y  t h e  e £ £ e c t a  0 £  a l u a i n u •  a n d  
c o p p e r  o n  a n  i n t e r n a l  e n z y a e  a n d  c o a p a r e d  t h e  r e s u l t s  t o  
t h o s e  o b t a i n e d  £ o r  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e .  I  c h o s e  t o  t r y  
l a c t a t e  d e h y d r o g e n a a e  < L D H >  b e c a u s e  i t  i s  a  z i n c  a e t a l l o -
e n z y m e  < O c h i a i  1 9 7 7 >  t h a t  s h o u l d  b e  p r e s e n t  i n  a l g a l  c e l l s . ·  
U n f o r t u n a t e l y ,  a  m e t h o d  c o u l d  n o t  b e  f o u n d  t h a t  w o u l d  a l l o w  
£ o r  t h e  e x t r a c t i o n  0 £  t h e  e n z y a e  w h i l e  m a i n t a i n i n g  d e £ i n e d  
c o n d i t i o n s  s u i t a b l e  f o r  t r a c e  m e t a l  s t u d i e s .  T h i a  a p p e n d i x  
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d i a c u a a e a  t h e  w o r k  t h a t  w a a  p e r £ o r a e d  w i t h  i s o l a t e d  L O H  a n d  
d e s c r i b e •  t h e  e x t r a c t i o n  t e c h n i q u e s  a t t e a p t e d .  
M E T H O D S  
I s o l a t e d  L O H  E x p e r i m e n t s - T h e  e n z y m e  l a c t a t e  d e h y d r o g e n a a e  
C L D H >  c a t a l y z e s  t h e  r e a c t i o n :  
p y r u v a t e  +  N A D H  < = = = = = >  l a c t a t e  +  N A O  
L O H  a c t i v i t y  i s  m e a s u r e d  b y  £ o l l o w i n g  t h e  d i s a p p e a r a n c e  0 £  
N A D H  i n  a  s p e c t r o p h o t o a e t e r  a t  3 4 0  n m .  
T h e  £ i r s t  g o a l  w a s  t o  d e t e r m i n e  t h e  V m a x
1  
K  ,  a n d  e n z y m e  
s a t u r a t i o n  c o n c e n t r a t i o n .  L a c t a t e  d e h y d r o g e n a s e  < S i g m a  
C o > ,  w a s  d i l u t e d  t o  1 . S  u n i t s  p e r  m i l l i l i t e r s  i n  1  x 1 0 - l  M  
T r i s .  S i x  c o n c e n t r a t i o n s  0 £  p y r u v a t e  < S i g m a  C o >  w e r e  
t e s t e d ,  2 . 8  x 1 0 - 6 ,  S . S  x 1 0 - 6 ,  1 . 1  x 1 0 - s ,  2 . 1  x 1 0 - s ,  a n d  3  
x 1 0 - S  M .  T w o  m i l l i l i t e r s  0 £  a  1  x 1 0 - 1  M  T r i s  s o l u t i o n  w a s  
a d d e d  t o  a  c u v e t t e .  T o  b e g i n  e a c h  a s s a y ,  0 . 1  m l  o f  t h e  
L O H - T r i s  s o l u t i o n  w a s  a d d e d  t o  t h e  c u v e t t e .  T h e  a b s o r p t i o n  
o f  e a c h  s a m p l e  w a s  r e c o r d e d  e v e r y  t w o  m i n u t e s  f o r  t e n  
a i n u t e s .  T h i s  e x p e r i m e n t  w a s  r e p e a t e d  u s i n g  a  1  x i o - 3  M  
b u £ f e r .  
T h e  e f f e c t  o f  t h r e e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c o p p e r  w a s  
d e t e r m i n e d .  C o p p e r  C S  x 1 0 - 2  M  C u S 0 4 >  w a s  a d d e d  t o  2 0  m l  
s a m p l e s  o f  1  x 1 0 - 1  T r i s  t o  b r i n g  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  t o  
2 . S  x 1 0 - 4 ,  2 . S  x 1 0 - S ,  a n d  2 . S  x 1 0 - 6  M .  T w o  m i l l i l i t e r s  o f  
t h e  L O H - T r i s  s o l u t i o n  d e s c r i b e d  a b o v e  w a s  a d d e d  t o  e a c h  
s a m p l e .  T w o  m i l l i l i t e r  s u b s a m p l e s  w e r e  u s e d  i n  t h e  e n z y m e  
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a a a a y s .  O .  2 5  a l  o f  t h e  p y r u v a t e  a n d  0 . 2 5  a l  o f  N A D H  w e r e  
a d d e d  t o  t h e  c u v e t t e a  t o  b e g i n  t h e  a s s a y s .  T h e  a c t i v i t y  o f  
t h e  L D H  w a a  d e t e r m i n e d  a t  t i m e  z e r o ,  2  h o u r s ,  8  h o u r s  a n d  
2 4  h o u r s .  
T h e  e £ £ e c t  0 £  c o p p e r  i n  a  s o l u t i o n  0 £  1  x 1 0 - 3  T r i s  . w a s  
t h e n  i n v e s t i g a t e d .  S i x  c o n c e n t r a t i o n  0 £  c o p p e r  b e t w e e n  1  
x 1 0 - 8  a n d  1  x 1 0 - 3  M  a s  w e l l  a s  a  c o p p e r  £ r e e  c o n t r o l  w e r e  
t e s t e d .  F o r  e a c h  e x p e r i m e n t a l  c o n c e n t r a t i o n ,  5  x 1 0 - 2  M  
C u S 0 4  w a s  a d d e d  t o  t e n  m i l l i l i t e r s  o f  t h e  T r i s  b u f f e r .  
T w e l v e  u n i t s  o f  L D H  w a s  a d d e d  t o  e a c h  s a m p l e .  A s s a y s  w e r e  
p e r f o r • • d  i n  1  x  1 0 - 1  M  T r i s .  A  s i m i l a r  e x p e r i m e n t  w a s  r u n  
t e s t i n g  t h e  e £ £ e c t s  0 £  £ o u r  a l u m i n u m  c o n c e n t r a t i o n s  b e t w e e n  
1 x 1 0 - 7  a n d  1  x 1 0 - 4  M .  
L D H  E x t r a c t i o n  t e c h n i q u e s - S t a n d a r d  b i o c h e m i c a l  e n z y m e  
i s o l a t i o n  t e c h n i q u e s  < L e J o h n  a n d  S t e v e n s o n  1 9 7 5 >  c o u l d  n o t  
b e  u s e d  t o  a s s a y  t h e  a c t i v i t y  0 £  S c e n e d e s m u s  l a c t a t e  
d e h y d r o g e n a s e .  M e t a l  s p e c i a t i o n  w o u l d  n o t  b e  m a i n t a i n e d  i n  
a  m u l t i - s t e p ,  m u l t i - b u f f e r  p r o c e s s .  T h e  f i r s t  g o a l  w a s  t o  
d e t e r m i n e  i f  L D H  a c t i v i t y  c o u l d  b e  a n a l y z e d  i f  t h e  c e l l s  
w e r e  g e n t l y  g r o u n d .  S c e n e d e s m u s  g u a d r i c a u d a  w a s  g r o w n  i n  
e n r i c h e d  F r a q u i l  C 2 x  N a N 0 3 ,  K 2 H P 0 4 > .  F o r  e a c h  s a m p l e ,  1 0 0  
a l  0 £  a  w e e k  o l d  c u l t u r e  w a s  c e n t r i f u g e d  < I n t e r n a t i o n a l  
C e n t r i f u g e  C o . >  a t  2 0 0 0  r p m  f o r  f i v e  m i n u t e s .  T h e  p e l l e t  
w a a  t r a n s f e r r e d  t o  a  c o l d  < S  O C )  m o r t a r .  T h r e e  m i l l i l i t e r s  
o f  s o c  1  x 1 0 - 1  M  T r i s  w e r e  a d d e d  a n d  t h e  c e l l s  w e r e  g r o u n d  
f o r  t w o  m i n u t e s .  T h e  m i x t u r e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  2 0 0 0  r p m  
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f o r  f i v e  a i n u t e a .  T w o  a i l l i l i t e r s  o f  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  
t r a n s f e r r e d  t o  a  c u v e t t e .  T h e  c h a n g e  i n  a b a o r p t i o n  w a s  
a o n i t o r a d  f o r  f i v e  a i n u t e s .  0 . 2 5  a l  o f  N A D H  w a a  a d d e d  a n d  
t h e  a a a p l e  w a s  a o n i t o r e d  £ o r  a n  a d d i t i o n a l  f i v e  m i n u t e s .  
T h e s e  a t e p a  w e r e  t a k e n  t o  d e t e r a i n a  t h e  b a c k g r o u n d  c h a n g e  
i n  N A D H  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  e n z y a e  a c t i v i t y  a s s a y  w a s  b e g u n  
b y  a d d i n g  0 . 2 5  a l  0 £  t h e  p y r u v a t e  s o l u t i o n .  T h e  c h a n g e  i n  
a b s o r p t i o n  w a a  a o n i t o r a d  £ o r  t h i r t y  m i n u t e s .  
L a J o h n  a n d  S t e v e n s o n  < 1 9 7 5 )  s u g g e s t  t h a t  L O H  c a n  b e  
e x t r a c t e d  i n  a  T r i a < l  x 1 0 - 1  M > - a c e t a t e < 2  x 1 0 - 3  M >  b u £ f e r .  
T h i s  s o l u t i o n  w a s  u s e d  i n  t h e  t e a t  0 £  a n o t h e r  e x t r a c t i o n  
t e c h n i q u e .  1 0 0  m l  o f  c u l t u r e  w a s  f i l t e r e d  t h r o u g h  a  2 5 • •  
g l a s s  f i b e r  f i l t e r  < G e l m a n  S c i e n c e s .  T y p e  A I E > .  T h e  
f i l t e r  a n d  t h r e e  ai~lilitera 0 £  t h e  T r i s - a c e t a t e  b~£fer 
w a r e  p l a c e d  i n  a  1 5  a l  g l a s s  t i a a u e  g r i n d e r  < W h e a t o n  
S c i e n t i f i c > .  S o a e  o f  t h e  s a m p l e s  w e r e  g r o u n d  u s i n g  a n  
e l e c t r i c a l  m o t o r  d r i v e n  t e f l o n  p e a t l e ,  w h i l e  o t h e r  w e r e  
g r o u n d  b y  h a n d  u s i n g  a  g r o u n d  g l a s s  p e s t l e .  V a r i o u s  
g r i n d i n g  t i m e s  w e r e  t e a t e d .  A f t e r  a  s a m p l e  h a d  b e e n  g r o u n d .  
t h e  • i x t u r e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  2 0 0 0  r p m  f o r  f i v e  a i n u t e s .  
T h e  L D H  a c t i v i t y  w a s  a s s a y e d  u s i n g  t h e  m e t h o d  d e s c r i b e d  
a b o v e .  
A s  s o a e  e n z y a e s  a r e  i n a c t i v e  o r  p r e s e n t  i n  l o w  c o n c e n -
t r a t i o n  i n  t h e  a b s e n c e  o f  t h e i r  s u b s t r a t e ,  t h e  e f f e c t  o f  
p r e - e x p o s u r e  t o  p y r u v a t e  w a s  t e a t e d .  A  s t a t i o n a r y  p h a s e  
c u l t u r e  w a s  s p l i t  i n t o  t w o  1 0 0  m l  s a m p l e s .  O n e  m i l l i l i t e r  
o f  2 . 2 7  x 1 0 - 4  M  p y r u v a t e  w a s  a d d e d  t o  o n e  o f  t h e  s a m p l e s .  
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A £ t a r  t w e n t y - f o u r  h o u r s  b o t h  c u l t u r e s  w e r e  a s s a y e d  £ o r  L D H  
a c t i v i t y .  T h e  f i l t r a t i o n  t e c h n i q u e  d i s c u s s e d  a b o v e  w a a  
u a e d .  I n  a l l  c a s e s  t h e  f i l t e r s  w e r e  h a n d  g r o u n d  f o r  o n e  
a i n u t e .  
S u l l i v a n  a n d  V o l c o n i  < 1 9 7 6 >  e x p l a i n  h o w  i n t e r n a l  
e n z y a e s  0 £  a l g a e  c a n  b e  a s s a y e d  b y  d i s s o l v i n g  t h e  c e l l  
a e a b r a n e .  T w o  s o l v e n t s  w e r e  t e a t e d .  I n  t h e  f i r s t  m e t h o d ,  
0 . 0 0 1  v / v  t o l u e n e  i n  1  x 1 0 - l  M  T r i s  w a s  p r e p a r e d .  1 0 0  m l  
0 £  a  s t a t i o n a r y  p h a s e  c u l t u r e  w a s  c e n t r i f u g e d  a n d  t h e  
p e l l e t  w a s  a d d e d  t o  £ i v e  m i l l i l i t e r s  0 £  t h e  T r i s - t o l u e n e  
s o l u t i o n .  T h e  s a m p l e  w a s  m i x e d  £ o r  £ i v e  s e c o n d s  i n  a  
v o r t e x  t e s t  t u b e  a i x e r  e v e r y  3 0  s e c o n d s  £ o r  £ i v e  m i n u t e s .  
T h e  a a a p l e  w a s  t h a n  c e n t r i f u g e d  < 2 0 0 0  r p m ,  £ 1 v e  m i n u t e s > .  
T h e  t o l u e n e - T r i s  s o l u t i o n  w a s  r e a o v e d  b y  a u c t i o n  a n d  
r e p l a c e d  w i t h  f i v e  m i l l i l i t e r s  0 £  a  1  x 1 0 - l  T r i s  s o l u t i o n .  
P y r u v a t e  a n d  N A D H  < 0 . 5  m l  e a c h >  w a s  a d d e d  a n d  t h e  2 . 5  m l  0 £  
t h e  a a a p l a  w a s  f i l t e r e d  i n t o  a  s p e c t r o m e t e r  c u v e t t e .  A f t e r  
o n e  h o u r  t h e  r e a a i n d e r  o f  t h e  s a a p l e  w a s  £ i l t e r e d  a n d  i t s  
a b s o r p t i o n  r e c o r d e d .  I n  t h e  s e c o n d  m e t h o d ,  t w o  d r o p s  0 £  
t h e  d e t e r g e n t  T r i t o n - x  w a a  a d d e d  t o  £ i v e  m i l l i l i t e r s  o f  a  
c u l t u r e .  A f t e r  £ i v e  m i n u t e s  0 £  g e n t l e  m i x i n g ,  t h e  s a m p l e  
w a s  c e n t r i f u g e d  < 2 0 0 0  r p m ,  f i v e  m i n u t e s > .  T h e  T r i t o n - x  
s o l u t i o n  w a s  r e p l a c e  w i t h  £ i v e  m i l l i l i t e r s  0 £  t h e  T r i s  
b u f f e r .  T h e  a b o v e  a a a a y  m e t h o d  w a a  r e p e a t e d .  
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R E S U L T S  
I s o l a t e d  L O H  E x p e r i a e n t a - T h e  e x p e r i a a n t  u s i n g  1  x 1 0 - 1  T r i s  
i n d i c a t e •  t h a t  a  p y r u v a t e  c o n c e n t r a t i o n  0 £  2  x 1 0 - S  M  w a s  
r e q u i r e d  t o  s a t u r a t e  t h e  i s o l a t e d  l a c t a t e  d e h y d r o g e n a a e .  
T h e  d i l u t e d  e n z y a e  i n  t h e  a b s e n c e  o f  c o p p e r  l o s t  t w e n t y  
f i v e  p e r c e n t  o f  i t s  a c t i v i t y  i n  t w e n t y  f o u r  h o u r s .  I n  t h e  
p r e s e n c e  o f  c o p p e r  l e a s  o f  a  d e c r e a s e  w a s  n o t e d .  
L O H  c o u l d  b e  a a i n t a i n e d  i n  a  1  x 1 0 - 3  M  T r i s  s o l u t i o n ,  
b u t  a  a n  a s s a y  c o u l d  n o t  b e  r u n  a t  t h i s  b u f f e r  c o n c e n -
t r a t i o n .  T a b l e  1 1  s h o w s  t h e  r e s u l t s  o f  c o p p e r  e x p o s u r e .  
A l l  t h e  c o p p e r  c o n c e n t r a t i o n s  t e s t e d  h a d  s o a e  e £ f e c t  o n  
e n z y m e  a c t i v i t y .  1  x 1 0 - 8  M  c o p p e r  h a d  l i t t l e  e f £ e c t  o v e r  
t h e  f i r s t  e i g h t  h o u r s ,  b u t  a f t e r  t w e n t y  f o u r  h o u r s  t h e  
a c t i v i t y  w a s  l o w e r  t h a n  t h e  c o n t r o l  r a t e .  A t  t i m e  z e r o ,  
t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  e n z y a e  e x p o s e d  t o  1  x 1 0 - 7  M  c o p p e r  w a s  
o n l y  s e v e n t y  f i v e  p e r c e n t  0 £  t h e  c o n t r o l .  T h e  a c t i v i t y  
c o n t i n u e d  t o  d e c r e a s e  w i t h  t i • • ·  T h e r e  w a s  n o  a c t i v i t y  
a f t e r  t w e n t y  · f o u r  h o u r s .  A t  t i m e  z e r o  t h e  L O H  e x p o s e d  t o  1  ·  
x 1 0 - 6  M  c o p p e r  h a d  a n  a c t i v i t y  o f  f o r t y  p e r c e n t  o f  t h e  
c o n t r o l .  N o  a c t i v i t y  w a s  f o u n d  a t  e i g h t  h o u r s .  A t  a  c o p p e r  
c o n c e n t r a t i o n  0 £  1  x 1 0 - 5  M ,  t h e  t i m e  z e r o  a c t i v i t y  w a s  
t w e n t y  f i v e  p e r c e n t  o f  c o n t r o l ,  T h e r e  w a s  t o t a l  
i n a c t i v a t i o n  a t  t h i r t y  m i n u t e s .  H i g h e r  c o p p e r  
c o n c e n t r a t i o n  c a u s e d  a n  i m m e d i a t e  i n a c t i v a t i o n  o f  L O H .  L O H  
a c t i v i t y  d i d  n o t  d e p e n d  o n  a l u m i n u m  c o n c e n t r a t i o n .  S a m p l e s  
e x p o s e d  t o  l o w  a l u m i n u a  c o n c e n t r a t i o n  h a d  a c t i v i t i e s  l o w e r  
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t h a n  c o n t r o l ,  w h i l e  t h o s e  e x p o s e d  t o  1  x10~5 a n d  1  x 1 0 - 4  M  
a l u m i n u m  h a d  a c t i v i t i e s  h i g h e r  t h a n  c o n t r o l  a £ t e r  t w e n t y  
£ o u r  h o u r s .  
L D H  E x t r a c t i o n  t e c h n i q u e s - N o n e  0 £  t h e  e x t r a c t i o n  m e t h o d s  
t e a t e d  w e r e  e £ £ e c t i v e .  A l t h o u g h  a c t i v i t y  c o u l d  b e  
d e t e r a i n e d  i n  a o • e  s a m p l e s ,  r e p r o d u c i b l e  d a t a  w a s  n o t  
o b t a i n e d .  P r e - e x p o s u r e  t o  p y r u v a t e  d i d  h a v e  a  n o t i c e a b l e  
e £ £ e c t .  T h e  a e a a u r e d  c h a n g e  i n  a b s o r p t i o n  w a a  7 0 - 8 0  t i m e s  
g r e a t e r  t h a n  t h e  p y r u v a t e  f r e e  s a a p l e ,  b u t  t h e  a b s o r p t i o n  
i n c r e a s e d  i n s t e a d  0 £  d e c r e a s e d  a a  e x p e c t e d .  T h i s  i n d i c a t e s  
a n o t h e r  e n z y a e  s y s t e m  w a s  a c t i v a t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  0 £  
p y r u v a t a .  
C O N C L U S I O N  
I n t e r n a l  a n d  e x t e r n a l  e n z y m e s  s h o u l d  h a v e  d i £ £ e r e n t  
r e s p o n s e s  t o  m e t a l  t o x i c i t y .  M y  g o a l  w a s  t o  i n v e s t i g a t e  
t h e  e £ £ e c t  0 £  t~e a q u a t i c  c h e m i s t r y  0 £  a l u m i n u m  a n d  c o p p e r  
o n  t h e  a c t i v i t y  0 £  l a c t a t e  d e h y d r o g e n a s e  i n  S c e n e d e s m u s .  
R e s u l t s  o b t a i n e d  £ o r  t h i s  i n t e r n a l  e n z y m e  w e r e  t o  b e  
c o m p a r e d  t o  r e s u l t s  u s i n g  t h e  e x t e r n a l  e n z y m e  a l k a l i n e  
p h o s p h a t a s e .  E x p e r i m e n t s  w e r e  p e r £ o r a e d  i n  a n  e f f o r t  t o  
d e v e l o p  a n  e x t r a c t i o n  t e c h n i q u e  t h a t  w o u l d  a l l o w  t h e  
r e p r o d u c i b l e  m e a s u r e a e n t  o f  L O H  a c t i v i t y  w h i l e  m a i n t a i n i n g  
c o n d i t i o n s  s u i t a b l e  £ o r  t r a c e  m e t a l  s t u d i e s .  N o n e  0 £  t h e  
t e c h n i q u e s  a t t e a p t e d  p r o d u c e d  c o n s i s t e n t  r e s u l t s .  
R E F E R E N C E S  
B a k e r ,  J o a n  a n d  S c h o f i e l d ,  C a r l  1 9 8 2 .  A l u a i n u a  t o x i c i t y  
t o  f i a h  i a  a c i d i c  w a t e r .  W a t e r ,  A i r ,  S o i l  P o l l .  
1 8 .  2 8 9 - 3 0 9  
B o l d ,  H .  a n d  W y n n e ,  M .  1 9 7 8 .  I n t r o d u c t i o n  t o  t h e  a l g a e :  
s t r u c t u r e  a n d  r e p r o d u c t i o n .  P r e n t i c e - H a l l  I n c .  
B u r r o w s ,  W . D .  1 9 7 7 .  A q u a t i c  a l u m i n u m :  c h e a i a t r y ,  
t o x i c o l o g y ,  a n d  e n v i r o n a e n t a l  p r e v a l e n c e .  C R C  
C r i t i c a l  R e v i e w s  i n  E n v i r o n m e n t a l  C o n t r o l ,  1 6 7 - 2 1 6  
C o h e n  a n d  W i l s o n  1 9 6 6 .  M e a a u r e a a n t s  0 £  z i n c  d i s s o c i a t i o n  
c o n s t a n t s  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  f r o m  E .  C o l i  w i t h  
z i n c  i o n  b u f f e r .  B i o c h • • ·  S < 3 >  9 0 4 - 9 0 9  
C o l e a a n ,  J o e s e p h  a n d  G e t t i n s ,  P e t e r  1 9 8 3 .  M o l e c u l a r  
p r o p e r t i e s  a n d  a e c h a n i s a  0 £  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e .  
i n  Z i n c  E n z y a e s ,  T h o a a s  S p i r o  e d . ,  W i l e y -
i n t e r a c i e n c e  p u b l i c a t i o n .  C h a p .  S  
C r o n a n ,  C h r i s t o p h e r  a n d  S c h o f i e l d ,  C a r l  1 9 7 9 .  A l u m i n u m  
l e a c h i n g  r e s p o n s e  t o  a c i d  p r e c i p i t a i o n :  e f f e c t s  o n  
h i g h - e l e v a t i o n  w a t e r s h e d s  i n  t h e  N o r t h e a s t .  
S c i e n c e  2 0 4 < 2 0 >  3 0 4 - 3 0 5  
C u r r i e ,  D a v i d  a n d  K a l f t ,  J a a p  1 9 8 4 a .  A  c o m p a r i s o n  o f  
t h e  a b i l i t i e s  o f  f r e s h w a t e r  a l g a e  a n d  b a c t e r i a  t o  
a q u i r e  a n d  r e t a i n  p h o s p h o r u s .  L & O  2 9 < 2 >  2 9 8 - 3 1 0  
C u r r i e  a n d  K a l £ t  1 9 8 4 b .  T h e  r e l a t i v e  i m p o r t a n c e  0 £  
b a c t e r i o p l a n k t o n  a n d  p h y t o p l a n k t o n  i n  p h o p h o r o u r a  
u p t a k e  i n  f r e s h w a t e r .  L & O  2 9 < 2 >  3 1 1 - 3 2 1  
D a v e y ,  E . ,  M o r g a n ,  M .  a n d  E r i c k s o n ,  S .  1 9 7 3 .  A  
b i o l o g i c a l  a e a s u r e  0 £  t h e  c o p p e r  c o a p l e x a t i o n  
c a p a c i t y  o f  s e a w a t e r .  L & O  1 8 < 6 >  9 9 3 - 9 9 7  
D i l l i o n ,  P . ,  Y a n ,  N .  a n d  H a r v e y ,  H .  1 9 8 4 .  A c i d i c  
d e p o s i t i o n :  e £ £ e c t s  o n  a q u a t i c  e c o s y s t e m s .  C R C  C r i t .  
R e v .  E n v .  C o n t r o l  1 3 < 3 > ,  1 9 7 - 1 9 4  
D r i s c o l l ,  C .  1 9 8 4 .  A  p r o c e d u r e  £ o r  t h e  f r a c t i o n a t i o n  0 £  
a q u e o u s  a l u a i n u a  i n  d i l u t e  a c i d i c  w a t e r s .  I n t e r n .  J .  
E n v i r o n .  A n a l .  C h a m .  1 6  2 6 7 - 2 8 3  
D r i s c o l l ,  C . ,  B a k e r ,  J . ,  B i s o g n i ,  J . ,  a n d  S c h o f i e l d ,  c .  
1 9 8 4 .  A l u m i n u m  s p e c i a t i o n  i n  d i l u t e  a c i d i c  s u r f a c e  
w a t e r s  o f  t h e  a d i r o n d a c k  r e g i o n  0 £  N e w  Y o r k  S t a t e .  
i n  G e o l o g i c a l  a s p e c t s  o f  a c i d  d e p o s t i o n .  B r i c k e r ,  O .  
e d  B u t t e r w o r t h  P u b l i s h e r s ,  C h a p  4  5 5 - 7 5  
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F o n t a i n e ,  T h o m a s  1 9 8 4 .  A  n o n - e q u i l i b r i u m  a p p r o a c h  t o  
m o d e l i n g  m e t a l  s p e c i a t i o n  i n  a c i d ,  a q u a t i c  s y s t e m s :  
t h e o r y  a n d  p r o c e s s  e q u a t i o n s .  E c o l o g i c a l  M o d e l i n g  
2 1 .  2 8 7 - 3 1 3  
F o y ,  C . ,  C h a n e y ,  R . ,  a n d  W h i t e ,  M .  1 9 7 8 .  T h e  p h y s i l o g y  o f  
m e t a l  t o x i c i t y  i n  p l a n t s .  A n n u .  R e v .  P l a n t  P h y s i o l .  
2 9 :  5 1 1 - 5 6 6  
G a m b l e ,  D o n a l d ,  S c h n i t z e r ,  M . ,  K e r n d o r £ £ ,  H ,  a n d  L a n g £ o r d ,  
C .  1 9 8 3 .  M u l t i p l e  m e t a l  i o n  e x c h a n g e  e q u i l b r i a  
w i t h  h u m i c  a c i d .  G e o c h i m i c a  e t  C o s m .  A c t a  4 7  1 3 1 1 -
1 3 2 3  
G a t c h e r ,  R o n ,  D a v i s ,  J o a n ,  &  M a r e s ,  A n t o n i o  1 9 7 8 .  
R e g u l a t i o n  0 £  c o p p e r  a v a i l a b i l i t y  t o  p h t o p l a n k t o n  
b y  m a c r o m o l e c u l e s  i n  l a k e  w a t e r .  E , S , & T ,  1 2  
1 4 1 6 - 1 4 2 1  
G i e s y ,  J  P  1 9 8 3 .  M e t a l  b i n d i n g  c a p a c i t y  0 £  s o £ t ,  a c i d ,  
o r g a n i c - r i c h  w a t e r s .  T o x i c o l o g y  a n d  e n v i r o n .  C h e m .  
6  2 0 3 - 2 2 4  
G i e s y ,  J o h n ,  N e w h a l l ,  A v i s ,  a n d  L e v e r s e e ,  G o r d o n  1 9 8 3 .  
C o p p e r  s p e c i a t i o n  i n  s o £ t ,  a c i d ,  h u m i c ,  w a t e r s :  
e £ £ e c t s  o n  c o p p e r  b i o a c c u n u l a t i o n  a n d  t o x i c i t y  t o  
~!mes~eb§!Y§_§~rrY!§tY§· S c i  T o t .  E n v r o n .  2 8  2 3 - 2 6 .  
G i l l e s p i e ,  P a u l  a n d  V a c c a r o ,  R a l p h  1 9 7 8 .  A  b a c t e r i a l  
b i o a s s y  £ o r  m e a s u r i n g  t h e  c o p p e r - c h e l a t i o n  c a p a c i t y  
0 £  s e a w a t e r .  L & O  2 3 < 3 >  5 4 3 - 5 4 7  
G o l d m a n ,  C h a r l e s  a n d  H o r n e ,  A l e x a n d e r  1 9 8 3 .  L i m n o l o g y .  
M c G r a w - H i l l .  C h a p  9 .  
H a u g ,  A l £ r e d  1 9 8 4 .  M o l e c u l a r  a p s e c t s  0 £  a l u m i n u m  t o x i c i t y .  
C R C  C r i t i c a l  r e v i e w s  i n  p l a n t  s c i e n c e .  1 ( 4 )  3 4 5 - 3 7 3  
H e l l i w e l l ,  S t u a r t  1 9 8 3 .  S p e c i a t i o n  a n d  t o x i c i t y  0 £  
a l u i m i u m  i n  a  m o d e l  £ r e s h  w a t e r .  S c i .  &  T e c h .  
L e t t e r s  4  1 4 1 - 1 4 4  
H u n t s m a n ,  S .  a n d  S u n d a ,  W .  1 9 8 0 .  T h e  r o l e  0 £  t r a c e  m e t a l s  
i n  r e g u l a t i n g  p h t o p l a n k t o n  g r o w t h :  w i t h  e m p h a s i s  o n  
F e ,  M n ,  a n d  C u .  i n  P h y s i o l o g i c a l  P h y t o p l a n k t o n  
E c o l o g y ,  M o r r i s ,  I .  e d .  
J o h n s o n ,  N o y e  1 9 8 4 .  A c i d  r a i n  n e u t r i l i z a t i o n  0 £  b y  
g e o l o g i c a l  m a t e r i a l s .  i n  G e o l o g i c a l  a s p e c t s  0 £  
a c i d  d e p o s t i o n .  B r i c k e r ,  O .  e d .  B u t t e r w o r t h  
P u b l i s h e r s  C h a p  3  3 7 - 5 3  
J o h n s o n ,  N . ,  L i k e n s ,  G . ,  F e l l e r ,  M . ,  &  D r i s c o l l  1 9 8 4 .  
A c i d  r a i n  a n d  s o i l  c h e m i s t r y .  S c i e n c e  2 2 5  1 4 2 4 -
1 4 2 5  
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K e r n d o r £ £ ,  H . ,  a n d  S c h n i t z e r ,  M . ,  1 9 8 0 .  S o r p t i o n  0 £  m e t a l s  
o n  h u m i c  a c i d .  G e o c h i m i c a  A c t a .  4 4  1 7 0 1 - 1 7 0 8  
K u e n z l e r ,  E .  a n d  P e r r a s ,  J .  1 9 6 5 .  P h o s p h a t a s e s  0 £  m a r i n e  
a l g a e .  B i o l .  B u l l .  1 2 8 :  2 7 1 - 2 8 4  
L a Z e r t e ,  B . D .  1 9 8 4 .  F o r m s  0 £  a q u e o u s  a l u m i n i u m  i n  
a c i d i £ i e d  c a t c h m e n t s  0 £  c e n t r a l  O n t a r i o :  a  
a e t h o d o l g i c a l  a n a l y s i s .  C a n  J  F i s h .  A q u a t .  S c i .  4 1  
7 6 6 - 7 7 6 .  .  
L e h n i n g e r ,  A .  1 9 8 2 .  P r i n i c p l e s  0 £  B i o c h e m i s t r y .  W o r t h  
P u b l .  
L e J o h n ,  H . B .  a n d  S t e v e n s o n ,  R . M .  1 9 7 5 .  D < - > - L a c t a t e  
D e h y d r o g e n a s e  £ r o m  F u n g i .  M e t h o d s  i n  E n z y m o l o g y  v o l  
X L I ,  W .  W o o d  e d .  A c a d e m i c  P r e s s  •  
M c K n i g h t ,  D i a n e  1 9 8 1  •  C h e m i c a l  a n d  b i o l o g i c a l  p r o c e s s  
c o n t r o l l i n g  t h e  r e s p o n s e  0 £  a  £ r e s h w a t e r  e c o s y s t e m  
t o  c o p p e r  s t r e s s :  a  £ e i l d  s t u d y  0 £  C u S o 4  t r e a t m e n t  
0 £  M i l l  P o n d  R e s e r v i o r ,  B u r l i n g t o n ,  M a s s a c h u s e t t e s .  
L  &  0  2 6 < 3 >  5 1 8 - 5 3 1  
M c K n i g h t ,  D .  C h i s h o l m ,  S .  H a r l e m a n ,  D .  1 9 8 3 .  C u S 0 4  
t r e a t m e n t  0 £  N u i s a n c e  b l o o m s  i n  d r i n k i n g  w a t e r  
r e s e r v i o u r s .  E n v i r o n .  M a n a g e m e n t  7 < 4 >  3 1 1 - 3 2 0  
M c K n i g h t ,  D .  a n d  M o r e l ,  F .  1 9 7 9 .  R e l e a s e  0 £  w e a k  a n d  
s t r o n g  c o p p e r  c o m p l e x i n g  a g e n t s  b y  a l g a e .  L & O  2 4 < 5 >  
8 2 3 - 8 3 7  .  
M o r e l ,  F .  R u e t e r ,  J .  A n d e r s o n ,  D .  a n d  G u i l l a r d ,  R .  
1 9 7 9 .  A q u i l :  a  c h e m i c a l l y  d e £ i n e d  p h y t o p l a n k t o n  
c u l t u r e  m e d i u m  £ o r  t r a c e  m e t a l  s t u d i e s .  J  P h y c o l .  
1 5 ,  1 3 5 - 1 4 1  
O c h i a i ,  E .  1 9 7 7 .  B i o i n o r g a n i c  C h e m i s t r y :  a n  i n t r o d u c t i o n  
A l l y n  &  B a c o n  P u b l .  
P e r d u e ,  E . M .  1 9 7 9 .  S o l u t i o n  T h e r m o c h e m i s t r y  0 £  H u m i c  
s u b s t a n c e s .  I n  C h e m i c a l  M o d e l i n g  i n  a q e o u s  s y s t e m s .  
E . A .  J e n n e  e d  • •  A m .  C h e m .  S o c .  s y m p o s i u m  C h a p  5 ,  
9 9 - 1 1 4  
P e r d u e ,  E d w a r d ,  a n d  L y t l e ,  C h a r l e s  1 9 8 3 .  D i s t r i b u t i o n  
m o d e l  £ o r  b i n d i n g  0 £  p r o t o n s  a n d  m e t a l  i o n s  b y  
h u a i c  s u b s t a n c e s .  E S & T  1 7  < 1 1 >  6 5 4 - 6 6 0  
P e t e r s e n ,  R i c h a r d  1 9 8 2 .  I n £ l u e n c e  0 £  c o p p e r  a n d  z i n c  o n  
t h e  g r o w t h  0 £  a  f r e s h w a t e r  a l g a ,  §£!n!2!!mY~ 
9Y!2~!SY!Q!: t h e  s i g n i f i c a n c e  o f  c h e m i c a l  
s p e c i a t i o n . ·  E S & T  1 6  4 4 3 - 4 4 7  
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P e t e r s o n ,  H . ,  H e a l e y ,  F . P . ,  a n d  W a g e r m a n n ,  R .  1 9 8 4 .  M e t a l  
t o x i c i t y  t o  a l g a e :  a  h i g h l y  p H  d e p e d e n t  p h e n o m e n o n .  
C a n .  J .  F i s h .  S c i .  4 1 .  9 7 4 - 9 7 9  
R o t h s t e i n ,  A .  1 9 5 9 .  C e l l  m e m b r a n e  a s  s i t e  0 £  a c t i o n  0 £  
h e a v y  m e t a l s .  F e d .  P r o c .  1 8 ,  1 0 2 6 - 1 0 3 8  
R u e t e r ,  J o h n  1 9 8 3 .  A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  i n h i b i t i o n  b y  
c o p p e r :  i m p l i c a t i o n s  t o  p h o s p h o r u s  a n d  u s e  a s  a  
b i o c h e m i c a l  m a r k e r  0 £  t o x i c i t y .  L & O  2 8 ( 4 )  7 4 3 - 7 4 8  
R u e t e r ,  J .  a n d  M o r e l  1 9 8 1 .  T h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  z i n c  
d e £ i c i e n c y  ~nd c o p p e r  t o x i c i t y  a s  i t  a £ £ e c t s  t h e  
s i l i c i c  a c i d  u p t a k e  m e c h a n i s m s  i n  ! h ! ! 2 § § 2 £ ! !  
eg~yg2D!D!• L & O  2 6 < 1 >  6 7 - 7 3  
· S a a r ,  R .  a n d  W e b e r  J . ,  1 9 8 2 .  F u l i c  a c i d :  m o d i £ i e r  0 £  
m e t a l - i o n  c h e m i s t r y .  E , S ,  &  T  1 6  < 9 > 5 1 0 - 5 1 7  
S c h o £ i e l d ,  C a r l  a n d  T r o J n a r ,  J o h n  1 9 8 0 .  A l u m i n u m  
t o x i c i t y  t o  b r o o k  t r o u t  <~s!!Y!!!DY§ f2£~!D!!!!> i n  
a c i d i £ i e d  w a t e r s .  i n  P o l l u t e d  R a i n .  T o r i b a r a ,  T .  
e d .  P l e n u m  p r e s s  3 4 1 - 3 6 6 .  
S h a w ,  T .  a n d  B r o w n  V .  1 9 7 3 .  T h e  t o x i c i t y  0 £  s o m e  £ o r m s  0 £  
c o p p e r  t o  r a i n b o w  t r o u t .  W a t .  R e s .  3 7 7 - 3 8 2  
S m i t h  a n d  M a r t e l l  1 9 7 5 .  C r i t i c a l  S t a b i l i t y  C o n s t a n t s ,  v o l  
2  &  3 .  P l e n u m  P r e s s .  
S t e e m a n n - N i e l s e n  a n d  W i u m - A n d e r s e n  1 9 7 0 .  C o p p e r  i o n s  a s  
p o i s o n s  i n  t h e  s e a  a n d  £ r e s h w a t e r .  M a r i n e  B i o .  6  
9 3 - 9 7  
S u l l i v a n ,  C .  a n d  V o l c a n i ,  B .  1 9 7 6 .  R o l e  o f  s i l i c o n  i n  
d i a t o m  m e t a b o l i s m .  V I I .  S i l i c i c  a c i d - s t i m u l a t e d  D N A  
s y n t h e s i s  i n  t o l u e n e - p e r m e a b i l i 2 e d  c e l l s  o f  
~2!!n9£2th!S! f Y ! ! f 2 £ ! ! •  E x p t l  C e l l  R e s .  9 8  2 3 - 3 0  
S u n d e ,  W G  a n d  Lewis~ J .  1 9 7 8 .  E f f e c t  o f  c o m p l e x a t i o n  b y  
n a t u r a l  o r g a n i c  l i g a n d s  o n  t h e  t o x i c i t y  o f  c o p p e r  t o  
a  u n i c e l l u l a r  a l g a ,  M2D2Sh~2!!! !Y~h~£!· L & O  2 3 < 5 > ,  
8 7 0 - 8 7 6  
V a l l e e ,  B . L .  1 9 5 9 .  M e t a l  a n d  e n z y m e  i n t e r a c t i o n s :  
c o r r e l a t i o n  o f  c o m p o s i t i o n ,  f u n c t i o n ,  a n d  s t r u c t u r e .  
P h y s i o l .  R e v .  3 9 ,  4 4 3 .  
W e s t a l l ,  J . C .  1 9 8 5 .  MICROQL~ a  c h e m i c a l  e q u i l i b r i u m  
p r o g r a m  i n  P A S C A L .  O r e g o n  S t a t e  U n i v .  
W e s t a l l ,  J . C .  1 9 7 9 .  M I C R O Q L :  a  c h e m i c a l  e q u i l i b r i u m  
p r o g r a m  i n  B A S I C .  S w i s s  F e d .  I n s i t .  T e c h .  
W e s t a l l ,  J . C .  ,  Z a c h a r y ,  J . L . ,  a n d  M o r e l ,  F . M .  1 9 7 6 .  
M I N E Q L :  a  c o m p u t e r  p r o g r a m  £ o r  t h e  c a l c u l a t i o n  0 £  
c h e m i c a l  e q u i l b r i u m  c o m p o s i t i o n  0 £  a q u e o u s  s y s t e m s .  
M a s s .  I n s t .  T e c h . ,  R . M .  P a r s o n s  L a b .  T e c h  N o t e  1 8  
9 3  
